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SUMMARY 
Hypersensitivities are a group of pathologies produced as a consequence of an 
excessive response of the immune system. These diseases can be grouped according to 
the molecule or cell that produces them. The overproduction in certain individuals of 
immunoglobulin E, raised against molecules that are harmless for the rest of the 
population, is the cause of type I allergy. 
Type I allergy is a generalized health problem in industrialized countries, affecting 
about 20 to 25% of the general population. Among allergies, those induced by pollens 
are one of the most widespread. It is not clear what properties make a molecule an 
allergen, but some characteristics like solubility, structure or stability are critical for the 
capability of the allergens to penetrate across the mucosal barrier and to stimulate the 
immune system. In the case of pollinosis, important factors increasing the allergenicity 
of pollens are the size, the permanence and the amount of pollen released in the 
atmosphere and its flowering period.  
Once an allergen has penetrated the mucosal barrier, the antigen presenting cells 
process and expose in their surface peptides derived from the allergen. These fragments 
are attached to the major histocompatibility complex (MHC) establishing a MHC-
II:peptide complex recognized by lymphocytes T through their T cell receptor. The 
allergen-specific T CD4+ lymphocytes maturate to the Th2 phenotype and proliferate,
after which they are able to activate specific B lymphocytes. Following, communication 
among T CD4+ and B cells takes place in the presence of IL4, IL13 and other co-
stimulatory signals, which stimulates the synthesis of the IgE isotype in B cells. 
Activated B cells mature to plasmatic cells with high IgE production capacity. These 
antibodies are secreted to the blood where remain anchored to the FcRI of effector 
cells: mastocytes and basophiles. These steps prepare the immune system, in the so 
called sensitizing phase, for a new encounter with the allergen. In the challenging phase, 
the effector cells in the presence of allergens will release preformed molecules stored in 
granules and thus induce different allergic symptoms depending on the via to penetrate 
the organism. The synthesis of other molecules, called as secondary mediators, is 
initiated by the effector cells.  
The induced symptoms by all these molecules are swelling of the nose, sneezing, 
producing of mucus, itchiness and/or red eyes in the allergic rhinitis or wheezing, 
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In the last years different approaches have come up to obtain new molecules with 
decreased IgE binding capacity but maintaining the antigenic capacity necessary for a 
successful immunotherapy, and associated to an increase in blocking IgG antibodies. 
These strategies are mainly focused on the disruption of the B cell epitopes but 
maintaining the T cell epitopes by using deletion variants, allergen-tandem derivatives, 
and mutants with modified IgE binding epitopes or hybrid molecules. Natural isoforms, 
which usually differ in their IgE-binding ability, provide a good approach to obtain 
these hypoallergenic molecules. Thus, more reliable and safer molecules can be 
coughing, chest tightness, and/or shortness of breath in asthma. In addition, a 
restructuring of the mucosa epithelia takes place, which is involved in the chronicity 
and severity of symptoms. 
The only treatment for type I allergy that modulates the course of the disease is the 
allergen-specific immunotherapy. It consists of a periodic administration of increasing 
concentrations of protein extracts of those pollens to which the patient undergoes an 
allergic reaction. This protocol allows decreasing the reactivity of patients through a 
switch in the response to the IgG isotype. Several cellular and signaling events are 
critical for the global desensitization process, but the key event is the counterbalance of 
the response to the Treg cells that modulates the disease to a tolerant phenotype, instead 
of the Th2 reactive phenotype.  
Although immunotherapy is a good approach to cure allergy, the administration of 
the complete protein extract has several disadvantages: new co-sensitizations to other 
molecules or components in the extract are possible, different amounts of allergens 
among different batches or the adverse reactions of some patients in the beginning of 
the protocol.  
The use of purified allergens from natural sources would solve the batch to batch 
variability, since standardized amounts of the different allergens in the extracts could be 
administered in desensitization protocols. Moreover, a personalized treatment in which 
the exact amount of the allergens or hypoallergens to which a patient is sensitized could 
be used, avoiding de novo sensitizations and reactivity to other molecules included in 
the pollen protein extract. On the other hand, the use of allergens produced as 
recombinant proteins, and the availability of different isoforms comprising a natural 
allergen would allow an accurate diagnosis of individual patients and thus, facilitating 
the preparation of adequate mixtures of allergens for a subsequent clinical treatment. 
viii 
SUMMARY 
ix
obtained as they are structurally similar to the sensitizing protein, with an identical 3D 
folding but with slightly amino acidic changes that disturb the IgE-binding ability of 
their IgE epitopes. Thus, these molecules are good candidates to be included in 
desensitization protocols. 
In this context the aims of the present work are divided in two well-defined 
objectives: 
To study and characterize relevant allergens of Russian thistle (Salsola kali) pollen. 
In the last years S. kali has become an important source of allergenic pollen in 
countries where desertification is an important issue as in middle eastern countries, 
USA and Southern Europe.  
We have here studied and characterized novel allergens or useful allergenic 
molecules for diagnosis and clinical treatment of pollinosis. 
 The analysis by 2DE of the pollen protein extract by using a polyclonal antiserum
raised against profilin and sera from allergic patients, showed different patterns in
the IgG- and IgE-binding ability of a group of profilin isoforms. To gain further
insight into the structural properties of these highly conserved isoform molecules,
we aimed the following objectives:
- To clone and sequence several isoforms present in the pollen protein extract of 
S. kali and produce the recombinant molecules in Escherichia coli as non-
fusion proteins. 
- To characterize structurally and immunologically the isoforms obtained and to 
compare them with rChe a 2, the profilin from Chenopodium album, using a 
polyclonal antiserum and IgE from sera of allergic patients. 
- To identify the possible amino acid substitutions that make one of the isoforms 
a molecule with a reduced IgE-binding ability based on the previously 
described epitope mapping of this family of allergens. 
 Allergy to S. kali can be diagnosed through the use of the major allergen and
specific sensitization marker Sal k 1. However, the natural allergen is purified with
very low yield and the complex isoforms pattern of Sal k 1 found in the pollen
protein extract complicate the diagnosis of allergic patients. Then, the aim of this
part of the work was:
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- To clone, sequence and produce as a recombinant protein one isoform able to 
span the immunological characteristics of all the isoforms present in the natural 
protein. 
- To characterize the recombinant isoform using monoclonal antibodies, a 
polyclonal antiserum and sera from patients from three different regions of 
Spain and the natural protein isolated from S. kali pollen to validate the use of 
the recombinant molecule for diagnosis and future desensitization protocols. 
- To analyze pollen-food cross-reactivity processes using the recombinant protein 
as model. 
 Although five allergens have been already identified in S. kali pollen, the analysis
by 2DE reveals the presence of IgE-binding protein spots remaining to be identified
and characterized. The third part of the work focused on S. kali pollen was directed
to the identification and characterization of one of these IgE-binding molecules with
the main aims related to:
- To identify by de novo sequencing mass spectrometry the IgE-binding spots and 
obtain the nucleotide sequences corresponding to this potential allergen. 
- To clone and produce as a recombinant protein the polygalacturonase (PG) 
previously identified and sequenced. 
- To characterize the structural and immunological properties of this allergen by 
using sera of allergic patients to S. kali and a specific polyclonal antiserum 
obtained against the recombinant PG. 
To study ash (Fraxinus excelsior) pollen as a relevant allergenic source in Europe. 
Although F. excelsior is widely distributed in Northern and Central Europe, its 
clinical significance has been undervalued because its pollination period overlaps 
with that of Betulaceae. As a consequence, the allergenic protein profile of ash has 
not been well characterized. The approaches used to accomplish this objective were: 
 To perform an extensive immunoproteomic analysis by two-dimensional
electrophoresis of ash pollen extract by using polyclonal antibodies raised against
the homologous allergens in Olea europaea as well as sera from allergic patients to
F. excelsior.
SUMMARY 
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- To determine the amino acid sequence identity between the two sources of the 
Oleaceae family by using the cDNA-encoding sequences of the allergens. 
- To analyze the cross-reactivity between the allergenic proteins from olive and 
ash pollens.  
- To evaluate the prevalence of the allergens identified in the protein profile of F. 
excelsior through the use of the natural purified allergens from olive. 
- To clone and produce as a recombinant protein the panallergen profilin from F. 
excelsior pollen. To validate the recombinant profilin and polcalcin obtained 
from F. excelsior against the natural counterparts by using polyclonal 
antibodies and sera from allergic patients to ash. 
- To characterize the cross-reactivity of profilin and polcalcin from ash pollen. 
In summary, in the first group of studies of the present work, the characterization of 
several allergens from S. kali has been accomplished. First, two isoforms of profilin 
from S. kali pollen (one of them a hypoallergenic natural protein) have been produced 
as recombinant molecules. These molecules should improve their characterization and 
the identification of those properties that could make a molecule with the same IgG-
binding ability an allergen with reduced capability to bind IgE antibodies. Second, one 
isoform of the allergenic marker of S. kali, Sal k 1, has been obtained as a recombinant 
protein and extensively characterized demonstrating that this molecule could substitute 
the polymorphic protein isolated from the pollen in the diagnosis of S. kali allergy. 
According to recently published studies, Sal k 1 prevalence is higher in patients 
sensitized to plant-derived food and pollen than in patients only sensitized to pollens. 
Here, we have confirmed the possible role of Sal k 1 in pollen and plant-derived food 
cross-reactivity processes by IgE-inhibition assays using the recombinant proteins. 
Third, a new allergen from S. kali has been identified, cloned, produced as a 
recombinant molecule and assessed to be involved in the plant-derived food and pollen 
polysensitization syndrome. 
In the second group of studies of the present work, the allergenic profile of F. 
excelsior has been studied by using an immunoproteomic approach combined with IgE-
inhibition assays and the analysis of the cDNA-encoding allergen sequences. The here 
presented results demonstrated the high cross-reactivity processes observed between 
SUMMARY 
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both species of the Oleaceae family (ash and olive), as a consequence of the high amino 
acid sequence similarity between these closely related sources. In combination, these 
data suggest the indistinct use of the purified allergens from ash or olive pollen for 
diagnosis of these allergies. For treatment, the most prevalent pollen extract in the living 
area of the sensitized patient should be used.  
Finally, two molecules involved in the polysensitization processes between different 
pollens and pollen and plant-derived foods have been obtained as recombinant proteins 
and characterized against their natural counterparts. Polcalcin and profilin allergens 
from F. excelsior pollen could be useful to simplify the identification of the primary 
sensitizing agent in areas with complex sensitization profiles. 
In conclusion, this work has got further insights into the allergenic molecules that 
might improve the diagnosis of pollinosis to S. kali and F. excelsior certain allergenic 
sources by identifying and characterizing molecules that could be useful for 
personalized clinical treatment of allergy by immunotherapy.  
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1  Reacciones de hipersensibilidad 
Denominadas originalmente como alergias [1], las reacciones de hipersensibilidad 
agrupan una serie de patologías en las que se produce una respuesta excesiva y alterada 
del sistema inmune frente a una molécula que generalmente es de carácter inocuo para 
el organismo. En estas patologías intervienen anticuerpos y/o células, pudiendo 
clasificarse en cuatro tipos en función del agente mediador de la respuesta [2] (Tabla 
1). 
Tabla 1: resumen de las reacciones de hipersensibilidad. 
Las hipersensibilidades de tipo I, denominadas actualmente como alergias, son 
producidas por moléculas capaces de iniciar una respuesta inmune. Estas moléculas son 
componentes básicos de múltiples y variadas fuentes biológicas, siendo inocuas para la 
mayoría de la población en las cantidades en las que se encuentran normalmente. Sin 
embargo, existen individuos con cierta predisposición genética capaces de sufrir una 
respuesta inmunológica aberrante y exagerada frente a estos alérgenos [3]. Estos 
individuos, denominados atópicos, muestran susceptibilidad a padecer ciertas patologías 
que, aunque denominadas tradicionalmente en función del órgano al que afectan (e.g. 
rinitis, asma o eczema), se encuentran estrechamente relacionadas [4, 5].  
La polinosis o fiebre del heno está incluida dentro de las hipersensibilidades de tipo 
I (Tabla 1) y se considera un desorden inmunológico asociado al tracto respiratorio. 
Alrededor de un 20-25% de la población mundial sufre los síntomas de esta enfermedad 
[6], viéndose particularmente afectados los niños [7] y observándose durante las últimas 
décadas un incremento significativo de su prevalencia en los países desarrollados [8]. 
Esta patología está provocada por la inhalación del polen que producen determinados 
vegetales y está mediada por un exceso de producción de moléculas solubles, 
Tipos Respuesta inmune Patologías asociadas 
Hipersensibilidad de tipo I 
Respuesta humoral 
(IgE) 
Polinosis 
Asma inducido por 
aeroalérgenos 
Choque anafiláctico 
Hipersensibilidad de tipo II 
Respuesta humoral 
(IgG y sistema del 
Complemento) 
Anemia hemolítica 
Miastenia gravis 
Hipersensibilidad de tipo III Respuesta humoral 
(Inmunocomplejos) 
Alveolitis alérgica extrínseca 
Lupus eritematoso sistémico 
Hipersensibilidad de tipo IV Respuesta celular 
(Linfocitos T) 
Dermatitis por contacto 
Diabetes insulinodependiente 
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considerándose por tanto una respuesta de tipo humoral. Fue en 1960 cuando se aisló e 
identificó la inmunoglobulina E (IgE) como causante de la reacción alérgica [9]. 
1.1  Factores de predisposición a las hipersensibilidades 
Existen diversos factores que predisponen a padecer estas enfermedades. Así, existe 
un componente genético implicado en este tipo de respuesta, ya que entre un 5 y un 
15% de los niños con padres no atópicos pueden sufrir esta enfermedad, 
incrementándose la probabilidad hasta un 80% cuando los padres son atópicos [10]. 
Algunos factores externos pueden favorecen estas enfermedades, el humo del tabaco, 
partículas derivadas de la combustión de materiales fósiles [11, 12] o la exposición a 
determinados patógenos que pueden provocar un cambio en el balance entre las 
respuestas Th1 y Th2 [13]. Por último, la presencia de determinados alérgenos y los 
niveles de éstos a los que se encuentra expuesto un individuo también son factores 
críticos, ya que una mayor exposición favorece el inicio de una respuesta alérgica. 
1.2  Fases de la reacción alérgica 
Los procesos alérgicos se manifiestan en dos etapas: i) fase de sensibilización inicial 
frente al antígeno y ii) fase de manifestación clínica de la enfermedad, la cual está 
provocada por una exposición posterior a la molécula antigénica una vez sensibilizado 
el individuo (Figura 1). 
En el caso de la polinosis, el alérgeno es captado a través del epitelio de las mucosas 
del aparato respiratorio por las células presentadoras de antígeno (APC), que lo 
procesan y exhiben fragmentos en su superficie celular a los linfocitos T, iniciándose así 
el proceso de sensibilización. Pueden actuar como APC los macrófagos, linfocitos B, 
algunas células epiteliales y las células dendríticas, siendo estas últimas las más 
importantes, pues tienen una elevada capacidad para procesar los antígenos y estimular 
a los linfocitos T. La provocación de los síntomas alérgicos ocurre por una posterior 
exposición al alérgeno, pudiéndose observar en esta etapa dos fases: la inmediata y la 
tardía (entre 2 y 8 horas tras la exposición al alérgeno). 
1.2.1 Sensibilización frente al antígeno 
En la primera etapa de la respuesta alérgica se produce una sensibilización frente al 
antígeno, el cual es inhalado y llega hasta la mucosa del sistema respiratorio. Allí, las 
APC, fundamentalmente células de Langerhans [14], captan estas moléculas y viajan 
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hasta el tejido linfoide nasofaríngeo (NALT) o al tejido linfoide broncoalveolar 
(BALT). Las moléculas captadas son procesadas en el interior de las APC y pequeños 
fragmentos derivados de aquellas quedan unidos al complejo mayor de 
histocompatibilidad II (MHC-II). De esta manera, se presentan en la superficie celular 
péptidos de entre 12 a 16 aminoácidos derivados del alérgeno a los linfocitos T CD4+.
Estas células rastrean la superficie de las APC con su receptor de células T (TCR), que 
reconoce el MHC-II y los fragmentos que estas moléculas llevan unidos. Los linfocitos 
T CD4+ específicos del alérgeno capturado iniciarán su activación y expansión clonal
mediada por IL-4 para diferenciarse a linfocitos Th2. 
Tras la activación de las células Th2, éstas estimulan la proliferación de los 
linfocitos B específicos del alérgeno en presencia de IL4 e IL13, los cuales inician la 
síntesis de IgE.  
Figura 1: resumen esquemático del proceso de sensibilización (1-4) y posterior exposición al alérgeno (5). 
En esta primera fase de sensibilización, la producción de IgE específica del alérgeno 
por las células plasmáticas prepara al sistema inmune de las mucosas para posteriores 
encuentros con el alérgeno. La fracción constante de la IgE sintetizada es reconocida 
por el receptor FcRI de basófilos y mastocitos, quedando anclada a la superficie de 
estas células. 
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1.2.1.1 Complejo mayor de histocompatibilidad y presentación del antígeno 
Existen dos grandes grupos de estas moléculas, MHC-I y MHC-II, presentando 
ambos un elevado polimorfismo. El primero de estos grupos se encuentra en todas las 
células del organismo (excepto en algunos casos como los eritrocitos) y el segundo 
únicamente en las APC. Están formados por proteínas de membrana compuestas por 2 
cadenas polipeptídicas, una alfa que contiene 2 y 3 dominios, en MHC-II y I 
respectivamente, y una beta formada por 1 y 2 dominios tipo inmunoglobulina, en 
MHC-I y II respectivamente. Estos complejos quedan anclados a la membrana celular a 
través de la cadena alfa en el caso de MHC-I y a través de las cadenas alfa y beta en el 
caso de MHC-II. Ambos albergan una hendidura en la cual se alojará un péptido de 
entre 8 y 11 aminoácidos en el MHC-I y entre 12 y 26 aminoácidos en el MHC-II [15].  
El elevado grado de polimorfismo del MHC existente entre la población, así como 
su intervención directa en el proceso de sensibilización a determinados antígenos, 
podría estar implicado en el hecho de que algunos individuos sean más propensos a 
sensibilizarse frente a unos u otros alérgenos. Determinados estudios poblacionales de 
los alelos MHC presentes en pacientes atópicos y no atópicos, muestran una relación 
significativa entre la presencia de unos alelos MHC, como por ejemplo los alelos DR7 o 
DQ2, y el desarrollo de la alergia [16-21]. 
1.2.1.2 Linfocitos B y cambio de isotipo a inmunoglobulina E 
La estructura básica de las inmunoglobulinas se compone de una fracción constante 
que va a determinar qué respuesta efectora van a mediar, y una fracción variable que va 
a determinar la especificidad del anticuerpo (Figura 2). En el caso de la alergia de tipo I 
es el isotipo E el que se encuentra implicado en las respuestas frente a alérgenos. La 
inmunoglobulina E es el isotipo que tiene los niveles más bajos de todos los circulantes 
en el plasma, incrementándose sus concentraciones hasta los 10-15 años de edad del 
individuo y produciéndose una disminución progresiva durante la madurez [22]. Sin 
embargo, los niños atópicos tienen un incremento más abrupto de la concentración de 
IgE. 
El proceso de maduración de un linfocito B conlleva un cambio de isotipo. 
Inicialmente, los linfocitos B que todavía no han madurado expresan en la superficie 
celular el isotipo IgM asociado a CD79 (denominándose al complejo IgM-CD79 como 
BCR) y migran a los tejidos linfoides secundarios (bazo, nódulos linfáticos, etc…). En 
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estos tejidos pueden actuar como APC de aquellos antígenos que reconocen su BCR, 
iniciándose el proceso de maduración si recibe las señales necesarias. La maduración 
implica una serie de variaciones entre las que se encuentra el cambio a uno de los 
isotipos de inmunoglobulina, que en el caso de la IgE requiere fundamentalmente dos 
señales complementarias: 
 La presencia de IL4 o IL13, actuando respectivamente a través de sus
correspondientes receptores IL4R e IL13R lo cual produce una activación vía
STAT6 de la transcripción de la fracción constante correspondiente al isotipo IgE.
 La unión de CD40, presente en las células B, a su ligando CD40L en linfocitos T,
activándose la recombinación somática del DNA en las células B.
Figura 2: representación de la estructura de una molécula de inmunoglobulina. 
CD40 e IL4 además activan de manera conjunta la expresión de la enzima 
desaminasa inducida por activación, implicada en las reacciones de hipermutación 
somática (introducción de mutaciones puntuales en las secuencias génicas que codifican 
las regiones variables) y en el cambio de isotipo (cambio por recombinación somática 
en las secuencias génicas que confieren funciones efectoras específicas al anticuerpo) 
[23].  Aunque este proceso de cambio de isotipo se produce en órganos linfoides, se ha 
observado que también puede ocurrir en las mucosas del aparato respiratorio de 
individuos alérgicos [24]. 
1.2.1.3 Receptores celulares de inmunoglobulina E 
La función efectora de la IgE depende en cierta manera de su anclaje a la membrana 
de ciertos tipos celulares. Existen dos tipos de receptores de la fracción constante de 
IgE: los de baja afinidad (FcRII), localizados en la superficie celular de linfocitos B y 
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los de alta afinidad (FcRI). Éstos últimos se expresan en mastocitos y basófilos en 
forma de tetrámero (αβγ2) (Figura 3) y en APCs en forma de trímero (αγ2), siendo la 
subunidad β la que lleva a cabo la señalización una vez activado el receptor. La unión 
de IgE al FcRI incrementa la duración media del receptor en la superficie de la célula, 
de tal manera que este complejo IgE- FcRI puede quedar anclado durante toda la vida 
de la célula [25]. 
Figura 3: esquema de un antígeno (Ag) reconocido por 2 moléculas de IgE ancladas a su FcRI 
en la superficie de una célula efectora. Modificado de [26]. 
La subunidad α tiene un dominio extracelular al cual queda anclada la 
inmunoglobulina a través de la fracción constante. La subunidad β se encuentra 
asociada a la quinasa Lyn y tiene un único dominio ITAM, al igual que la subunidad γ. 
Los dominios ITAM son regiones que contiene residuos fosforilables y que permiten 
modular la activación de este receptor mediante fosforilación. Cuando se produce la 
agregación de los receptores FcRI a través de las moléculas de IgE que han unido su 
antígeno, Lyn fosforila los dominios ITAM de las subunidades β y γ, que reclutan a la 
quinasa Syk, iniciándose así una cascada de señalización que lleva a la activación de 
basófilos y mastocitos [27, 28]. 
1.2.1.4 Reclutamiento celular 
 El hecho de que la respuesta inmune frente a un alérgeno sea tan rápida y eficaz, 
requiere que las células encargadas de mediar esta respuesta se localicen en el lugar 
adecuado. Así, el reclutamiento de mastocitos y basófilos, cargados de IgE en su 
superficie celular y localizados en las mucosas expuestas al alérgeno y en los tejidos 
colindantes permite desencadenar el proceso inmediatamente después de una posterior 
exposición al alérgeno. Además, durante la fase tardía, las células que inicialmente 
reconocen el alérgeno en este epitelio, secretan mediadores de inflamación y citoquinas 
que potencian el estado de activación celular (IL3, IL4, IL5, IL8, GM-CSF y TNF- 
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[29]). Estas moléculas proinflamatorias inician una cascada de eventos que inducen la 
exposición en la superficie de las células del endotelio vascular de moléculas de 
adhesión (ICAM-1 y VCAM-1, fundamentalmente) favoreciendo la migración de 
células inflamatorias [30].  
Durante la fase tardía prevalece la infiltración celular provocando un efecto más 
agresivo sobre el epitelio en el que se localiza el alérgeno, lo que incrementa la 
cronicidad de la enfermedad. Se ha observado que el pretratamiento con anticuerpos 
anti-ICAM-1 reduce los síntomas de esta fase así como la infiltración de eosinófilos 
[31], mediadores en esta etapa del proceso alérgico. 
1.2.2 Provocación y liberación de sustancias mediadoras 
Como se ha comentado previamente, las células efectoras provistas con la IgE 
específica frente al alérgeno se localizan en la piel, mucosas o asociadas a los vasos 
sanguíneos. Cuando varias moléculas de IgE adyacentes reconocen su epítopo en el 
alérgeno, se produce una agregación de los FcRI, iniciándose una cascada de 
señalización que liberará inmediatamente una serie de mediadores preformados 
contenidos en gránulos. Posteriormente, se producirá la síntesis de novo de otras 
sustancias medidoras secundarias (Tabla 2).  
Este repertorio de moléculas mediadoras interactúa con el tejido vascular y nervioso 
aumentando el flujo sanguíneo, la permeabilidad vascular y la contracción del músculo 
liso, provocando síntomas diferentes según en qué tejido se produzca su liberación. En 
el caso de la polinosis, la secreción de mediadores en las mucosas del sistema 
respiratorio produce los síntomas de alergia dando lugar a las siguientes patologías:  
 Rinitis alérgica: inflamación de la mucosa nasal que provoca estornudos, lagrimeo,
producción excesiva de moco o conjuntivitis. Entre un 16 y un 19% de la población
mundial padece estos síntomas [6].
 Asma: enfermedad inflamatoria crónica pulmonar. Aparecen toses, dificultad para
respirar, opresión torácica y sibilaciones producidas por los pulmones. El 40% de
los pacientes con rinitis alérgica que no son tratados, o tratados de forma incorrecta,
acaba desarrollando asma [32, 33] y un 75% de los pacientes asmáticos son debidos
a procesos de reactividad frente a alérgenos inhalados [34].
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Tabla 2: resumen de las sustancias mediadoras liberadas por mastocitos y basófilos 
responsables de las manifestaciones clínicas de las alergias de tipo I.
2 Diagnóstico clínico de las hipersensibilidades de tipo I 
Para la correcta gestión clínica de las alergias es indispensable un diagnóstico 
precoz y evitar en la medida de lo posible que el paciente se encuentre expuesto a los 
alérgenos a los que éste se encuentra sensibilizado. 
Actualmente, el procedimiento clínico más utilizado para el diagnóstico de las 
hipersensibilidades de tipo I, además de una historia clínica exhaustiva, es el 
denominado prick test, en el que mediante el uso de las diferentes sustancias 
susceptibles de provocar alergia (extractos proteicos de pólenes, alimentos, epitelios de 
animales, ácaros, hongos, venenos de insectos, látex o fármacos) se puede determinar si 
el paciente presenta reactividad frente a éstas. Para ello, se realizan una serie de 
punciones superficiales en el antebrazo o la espalda del paciente sobre las cuales se 
coloca en distintas posiciones una gota de los diferentes extractos con los que se van a 
realizar las pruebas. Tras unos 20 minutos, aquellas sustancias a las cuales el paciente se 
encuentra sensibilizado, habrán estimulado al sistema inmune provocando la activación 
de mastocitos y basófilos que liberarán sustancias preformadas provocando una 
inflamación y enrojecimiento denominados como pápula. Esta inflamación que se puede 
medir, indicará la estimulación positiva de alguno de los componentes de los extractos 
aplicados.  
En pacientes que sufren procesos asmáticos derivados de la exposición a alérgenos 
(alrededor de un 75% de los pacientes que padecen asma) se pueden realizar pruebas de 
provocación bronquial específica con extractos alergénicos [34]. Tras la provocación se 
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miden parámetros que determinan el grado de inflamación como son el óxido nítrico o 
el dióxido de carbono. Los pacientes que se encuentran sensibilizados a alguno o varios 
de los alérgenos administrados pueden sufrir una respuesta inmediata (síntomas visibles 
en 20 minutos) y/o una respuesta tardía (observada entre las 6 y las 12 horas tras la 
provocación). 
Existen también en el mercado unos discos que contienen distintas sustancias 
químicas que se colocan en la espalda del paciente y se mantienen durante 48 horas para 
provocar una posible reacción. En este caso las sustancias susceptibles de provocar 
alergia que se utilizan suelen ser determinados materiales, metales o productos químicos 
que provocan reacciones cutáneas y por tanto son pruebas para el diagnóstico de 
dermatitis atópica o alergia por contacto (hipersensibilidad de tipo IV). 
2.1  Diagnóstico clínico por componentes de las hipersensibilidades de tipo I 
Las fuentes biológicas de alérgenos son, generalmente, mezclas complejas de 
proteínas en las que se encuentran moléculas alergénicas principales (aquellas que 
presentan más de un 50% de pacientes sensibilizados), secundarias (aquellas que 
presentan menos de un 50% de pacientes sensibilizados), alérgenos con reactividad 
cruzada y otros componentes no descritos como alergénicos. La enfermedad alérgica es 
por tanto una patología muy heterogénea en la que los pacientes presentan distintos 
fenotipos clínicos y patrones de sensibilización. El uso de extractos proteicos derivados 
de las fuentes alergénicas en el diagnóstico presenta el problema de que no es capaz de 
resolver, a nivel de los distintos componentes, los alérgenos frente a las que el paciente 
se encuentra sensibilizado. Además, la administración correcta de un protocolo de 
desensibilización delimitándolo a aquellos alérgenos a los que el paciente sufre 
reacciones alérgicas, e indicar de forma precisa al paciente qué fuentes alergénicas 
(fundamentalmente alimentos) debe evitar, requiere un conocimiento preciso de 
aquellas moléculas alergénicas frente a las que un paciente se encuentra sensibilizado. 
El uso de los alérgenos naturales purificados o alérgenos recombinantes 
equivalentes a los encontrados en las fuentes alergénicas permite cuantificar los niveles 
de IgE específica que tiene un paciente en el suero. En la actualidad existen gran 
cantidad de artículos que hacen referencia al uso, fundamentalmente de microarrays, 
como plataforma para implementar los alérgenos purificados para llevar a cabo la 
determinación de los niveles específicos de IgE [35]. Aunque en muchos casos es de 
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gran utilidad [36-40], el diagnóstico de alergia basado en componentes requiere de una 
mayor comprensión de la relación existente entre los niveles de IgE presentes en el 
suero y los síntomas sufridos por los pacientes. Adicionalmente, los niveles de IgE y de 
IgG pueden determinarse mediante estas plataformas de alérgenos para monitorizar el 
progreso de los protocolos de desensibilización y modular, durante el transcurso de la 
terapia, los alérgenos con los que está siendo tratado el paciente. 
3 Tratamiento de la rinitis alérgica y el asma 
Actualmente el tratamiento de la enfermedad alérgica consiste fundamentalmente en 
evitar la exposición al alérgeno, la medicación con fármacos y la inmunoterapia 
específica con extractos alergénicos (AIT). De éstos, la AIT es hasta el momento la 
única terapia que actúa sobre la causa directa que provoca las reacciones alérgicas y que 
por tanto puede modular el progreso de la enfermedad. 
3.1  Soluciones paliativas 
Existen en el mercado una amplia variedad de medicamentos dirigidos a evitar o 
disminuir los síntomas de la rinitis alérgica y el asma actuando sobre diferentes vías 
implicadas en los procesos alérgicos. Se denominan paliativas ya que no eliminan la 
enfermedad: 
 Antihistamínicos: actúan como antagonistas del receptor H1 de histamina. Bloquean
la acción de la histamina liberada por basófilos y mastocitos tras la provocación del
sistema inmune frente a un alérgeno.
 Corticoesteroides: éstos actúan como inmunosupresores, interrumpiendo o
previniendo reacciones del sistema inmune mediadas por células. Actualmente son
el mejor tratamiento para el asma.
 Broncodilatadores: en algunos pacientes con asma, las vías respiratorias se cierran
por contracción del músculo liso durante la reacción alérgica. Estos fármacos actúan
relajando este músculo, evitando así la oclusión de las vías respiratorias.
 Descongestionantes: estos medicamentos actúan de forma rápida constriñendo los
vasos sanguíneos, reduciendo el flujo de sangre y por tanto la cantidad de fluido
mucoso en la nariz.
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 Anticuerpos anti-IgE: se trata de anticuerpos monoclonales obtenidos frente a la
fracción constante de la IgE. Este fármaco se une a las moléculas de
inmunoglobulina de forma que evita su unión a los receptores FcRI, previniendo
que basófilos y mastocitos liberen las sustancias mediadoras de los síntomas de la
alergia.
3.2  Inmunoterapia específica con extractos alergénicos 
La AIT fue introducida por primera vez hace 100 años como un mecanismo para 
inducir una reducción de la respuesta alérgica en individuos con hipersensibilidad [41]. 
Se trata de un procedimiento terapéutico en el que se administran periódicamente, vía 
subcutánea mediante inyecciones o sublingual mediante gotas o pastillas (SLIT), dosis 
crecientes de aquellos extractos alergénicos a los que el paciente está sensibilizado [42], 
junto con adyuvantes como el hidróxido de aluminio que pretenden modular la 
respuesta del sistema inmune. El tratamiento consiste en un incremento gradual de la 
dosis administrada de estos extractos alergénicos con el fin de provocar una 
desensibilización del paciente. En general, se administra el extracto proteico con la 
totalidad de los alérgenos que lo componen, frente a algunos de los cuales no se 
encuentra sensibilizado el paciente, así como otras proteínas no alergénicas o 
componentes de tipo no proteico con el agravante de que el contenido puede cambiar 
cuantitativamente según el lote utilizado. Además, las terapias tienen una duración de al 
menos 3 años y los beneficios y la eficacia son cuestionables en algunos casos. El uso, 
en el futuro, de alérgenos recombinantes o alérgenos purificados de la fuente natural 
permitiría solventar algunos de estos problemas, ya que se podrían administrar 
cantidades controladas de los alérgenos a los que está sensibilizado el paciente, 
eliminando del tratamiento aquellas moléculas que pudiesen distorsionar la efectividad 
de estos protocolos. El uso de los alérgenos recombinantes tendría la ventaja adicional 
de obtener los alérgenos en grandes cantidades en el laboratorio, solventándose así el 
problema de los bajos rendimientos obtenidos en la purificación de alérgenos de la 
fuente natural. 
La base de actuación del tratamiento de desensibilización consiste en que aunque la 
reacción alérgica está mediada por anticuerpos IgE, éste no es el único isotipo que un 
paciente produce frente a un alérgeno. Se ha observado que existen en el suero de 
individuos alérgicos que no han recibido AIT,  pequeñas cantidades de IgG específica 
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frente al alérgeno junto con grandes cantidades de IgE. Además, pacientes que están 
siendo tratados con inmunoterapia muestran un incremento gradual significativo (entre 
10 y 100 veces) en la producción de IgG [43-45]. Esta IgG es fundamentalmente del 
isotipo 4 (IgG4) y tiene unas características especiales, como una baja afinidad por los 
receptores Fc y capacidad de activación disminuida del sistema del complemento. 
Éstas y otras propiedades hacen que este isotipo bloquee la unión del alérgeno a las IgE 
presentes en los receptores FcRI de basófilos y mastocitos, previniendo así su 
desgranulación. Parece por tanto que la efectividad y el éxito de los protocolos de 
desensibilización dependen, entre otros componentes del sistema inmune, de los 
anticuerpos bloqueantes IgG [46, 47]. 
A nivel celular la efectividad del mecanismo de actuación de la inmunoterapia 
dependerá de si el balance existente entre las células T reguladoras (Treg) y las células 
Th2 se inclina hacia las primeras. Así, la estimulación de las células Treg modularía la 
respuesta del sistema inmune por varias vías: i) inhibiendo a las células B productoras 
de IgE específica del alérgeno y promoviendo la proliferación y supervivencia de 
células B productoras de IgG bloqueante; ii) suprimiendo a las células dendríticas (DC) 
inflamatorias e induciendo las DC productoras de IL10 y iii) suprimiendo la 
proliferación de las células Th17 y Th1 [48, 49] (Figura 4). 
Figura 4: proceso de desensibilización mediado por células Treg a través de IL10 y TGF-β. 
Modificado de Akdis and Akdis [49]. 
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Algunos protocolos de desensibilización mediante la administración de proteínas 
naturales purificadas, alérgenos recombinantes o el extracto proteico de polen aplicados 
en pacientes alérgicos, han confirmado la efectividad de este tipo de inmunoterapia [50]. 
Fundamentalmente, se ha observado un incremento en los niveles de IgG bloqueante y 
la ausencia de nuevas co-sensibilizaciones mediadas por IgE en aquellos pacientes que 
recibieron inmunoterapia con alérgenos purificados. Los beneficios del uso de alérgenos 
naturales o recombinantes en inmunoterapia son claros, pero todavía se han de realizar 
más estudios para confirmar que éstos mejoran la eficacia y seguridad de los protocolos 
de desensibilización [51]. 
4 Alérgenos del polen 
Generalmente las moléculas capaces de iniciar una respuesta alérgica son de tipo 
proteico, aunque en algunos casos, los carbohidratos, que aparecen como grupo 
prostético en las cadenas polipeptídicas de algunas proteínas, se han identificado como 
parte de epítopos alergénicos [52]. Por otra parte, algunas sustancias químicas de bajo 
peso molecular, naturales o sintéticas, pueden actuar como coestimuladoras. Estas 
moléculas denominadas haptenos son capaces de conjugarse con otras moléculas, 
generalmente proteínas del organismo, constituyendo así un antígeno capaz de ser 
reconocido por el sistema inmune. 
No está muy claro qué características hacen de los alérgenos, inocuos para la 
mayoría de la población, moléculas alergénicas. Aspectos como el tamaño, la estructura, 
la estabilidad o la solubilidad influyen en la capacidad de estos alérgenos para estimular 
el sistema inmune. Además, en el caso de los alérgenos que acceden al organismo por 
las vías respiratorias (epitelios, hongos o polen) otro factor determinante en su 
alergenicidad es el diámetro de la partícula en la cual se propaga. Cuanto mayor sea 
ésta, menor va a ser su permanencia en el aire, ya que sedimentará por gravedad más 
rápidamente que una partícula de menor tamaño, influyendo también el tamaño en un 
mayor o menor acceso a las mucosas del sistema respiratorio. 
En el caso concreto de la exposición a alérgenos del polen, las partículas 
responsables del transporte de las moléculas alergénicas aparecen en el aire de forma 
estacional dependiendo de la época de polinización de la planta que los origina. El polen 
deshidratado es secretado por la planta con el objetivo de alcanzar el tubo polínico para 
INTRODUCCIÓN 
16 
llevar a cabo su función biológica y puede ser inhalado llegando a las mucosas del 
tracto respiratorio, donde se hidrata y se liberan los alérgenos [53-55]. 
Figura 5: imagen de microscopía electrónica de los pólenes (de izquierda a derecha) de 
Salsola kali, Chenopodium album, Olea europaea y Fraxinus excelsior. 
4.1  Clasificación de pólenes alergénicos 
Una de las clasificaciones más usadas para los alérgenos del polen se basa en la 
distribución geográfica y las características botánicas de las plantas que lo producen. 
Así, tenemos tres grandes grupos que engloban a gramíneas, árboles y malezas. 
4.1.1 Pólenes de gramíneas 
Pertenecientes al grupo de las monocotiledóneas, las gramíneas (fam. Poaceae) son 
las plantas más ampliamente distribuidas geográficamente y por tanto las que mayor 
efecto poblacional tienen. Además, su polen es muy alergénico y abundante, alcanzando 
en algunos casos niveles superiores al 50% del polen total ambiental durante su época 
de polinización. Los alérgenos de gramíneas se pueden dividir en 12 grupos en función 
de su alergenicidad. Algunos de los miembros pertenecientes a este grupo son Zea mays 
(maíz), Triticum spp (trigo), Oryza sativa (arroz), Holcus lanatus (heno blanco), 
Dactylis glomerata (dáctilo) o Phleum pratense (hierba timotea). 
4.1.2 Pólenes de árboles 
Dentro de este grupo se engloban una serie de órdenes relacionados 
filogenéticamente: 
 Fagales (abedul, avellano, castaño y roble). Se encuentran distribuidos en el
norte y centro de Europa, noroeste de África, Australia, oeste de Asia y desde
Norteamérica a los Andes en Sudamérica.
 Proteales (plátano de sombra y plátano oriental). Distribuidos en todo el
Hemisferio Norte en climas subtropicales y templados. Además, Platanus
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acerifolia (plátano de sombra) es usado en parques y zonas verdes de muchas 
ciudades por la amplia sombra que produce. 
 Scrophulariales (olivo, fresno, aligustre y lilo). El olivo tiene una amplia 
distribución en el área mediterránea, en América, Sudáfrica y Australia, mientras 
que el fresno es una fuente alergénica importante en Centro Europa debido a su 
uso como fuente para la obtención de madera (Tabla 3).
 Coniferales (ciprés y enebro). Localizados en el área mediterránea, Australia,
Nueva Zelanda y Sudamérica, algunos de los alérgenos de estos árboles han sido
seleccionados como marcadores específicos para el diagnóstico de la alergia a
estos pólenes.
Tabla 3: alérgenos identificados en algunas fuentes alergénicas. 
4.1.3 Pólenes de malezas 
Este heterogéneo grupo engloba toda una serie de familias de plantas capaces de 
desarrollarse en casi todo tipo de ecosistemas, aunque muchas de ellas crecen 
principalmente en ambientes secos. Así, su repercusión va en aumento debido al 
proceso de desertización que sufre la mitad sur de Europa incrementándose el 
número de sensibilizaciones a sus alérgenos entre la población. Desde un punto de 
vista alergénico las familias más importantes son: Asteraceae (ambrosía, artemisia y 
Alérgeno Familia de proteínas Código de acceso 
Olea europaea 
Ole e 1 56, 57 Alérgeno del grupo 5 S75766 
Ole e 2 58 Profilina Y12425 
Ole e 3 59 Polcalcina AF015810 
Ole e 4 60  Glicosil hidrolasas P80741 
Ole e 5 60, 61 Superóxido dismutasa (Cu/Zn) P80740 
Ole e 6 62 Alérgeno enriquecido en cisteínas U86342 
Ole e 7 63 nsLTP P81430 
Ole e 8 64 Proteína de unión a calcio AF078679 
Ole e 9 65  Glicosil hidrolasa AF249675 
Ole e 10 66 Proteínas con dominios X8 AY082335 
Ole e 11 67 Pectín metilesterasa GU084173 
Ole e 12 Isoflavona reductasa EU927297 
Fraxinus excelsior Fra e 1 68 Ole e 1-like AF526295 
Chenopodium 
album
Che a 1 69 Ole e 1-like Q8LGR0 
Che a 2 70 Profilina Q84V37 
Che a 3 70 Polcalcina AAL92871 
Salsola kali 
Sal k 1 71 Pectín metilesterasa ACO34813 
Sal k 2 Proteína quinasa Q8L5K9 
Sal k 372 Metiltransferasa ACO34814 
Sal k 4 73, 74 Profilina ACS34771 
Sal k 5 75 Ole e 1-like GQ427676 
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girasol); Amaranthaceae (quenopodio [Subfam. Chenopodioideae] y salsola 
[Subfam. Salsoloideae]) (Tabla 3); Urticaceae (parietaria); Euphorbiaceae 
(mercurialis) y Plantaginaceae (plantago). 
4.2 Clasificación de alérgenos por familias de proteínas 
De las 14831 familias de proteínas existentes, los alérgenos se incluyen dentro de 
130 de ellas según la base de datos Pfam [76], agrupadas atendiendo a su función 
bioquímica y relaciones filogenéticas. Respecto a los alérgenos del polen, todos 
aquellos descritos y nombrados según la nomenclatura oficial de la Organización 
Mundial de la Salud (WHO) y la Unión Internacional de Sociedades Inmunológicas 
(IUIS) [77], se pueden encontrar en Allergome [78] y se agrupan en 31 de las 130 
familias mencionadas previamente (Tabla 4). 
En este trabajo se han estudiado alérgenos pertenecientes a 8 de las familias 
comentadas, así como un alérgeno no incluido dentro de estos grupos: 
Ole e 1-like. Se trata de proteínas glicosiladas con elevado polimorfismo y unos 19 
kDa de masa molecular. Se desconoce su función bioquímica exacta pero se cree que 
están implicadas en los procesos de hidratación y/o germinación del polen [79]. Se 
encuentran específicamente expresadas en el polen y sus secuencias aminoacídicas 
presentan un grado de identidad mayor del 80% entre especies relacionadas 
filogenéticamente [80] y se ha demostrado que no existe reactividad cruzada entre 
ciertos miembros no relacionados filogenéticamente de esta familia de proteínas [75]. 
Se han descrito como marcadores de sensibilización en O. europaea [81] y como 
alérgeno principal en F. excelsior [82] y otros pólenes como C. album [69], Syringa
vulgaris [83] o Ligustrum vulgare [84]. Ciertas proteínas pertenecientes a esta familia se 
encuentran glicosiladas, siendo capaz de estimular a los basófilos de pacientes alérgicos 
la fracción glicosídica purificada [85]. 
Profilinas. Las profilinas de plantas están formadas por secuencias de entre 131 a 
134 aminoácidos y todas comparten un elevado porcentaje de residuos ácidos en su 
secuencia lo que les otorga un punto isoeléctrico entre 4.6 y 5.4. Se encuentran 
implicadas en procesos de polimerización/despolimerización del citoesqueleto de actina 
[86] y en determinadas vías de señalización celular como la del fosfatidilinositol. La 
primera profilina descrita como alérgeno fue Bet v 2 (Betula verrucosa) [87] y se han 
caracterizado como alérgenos principales en algunos pólenes como C. album (Che a 2) 
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[70] o Phoenix dactylifera (Pho d 2) [88]. También se han caracterizado como alérgenos 
algunas profilinas de frutos como las de melón (Cuc m 2) [89], naranja (Cit s 2) [90], de 
semillas como la soja (Gly m 3) [91] o la mostaza (Sin a 4) [92]. Su función como 
elemento básico modulador de la polimerización del citoesqueleto de actina es la causa 
del elevado grado de identidad observado en las secuencias de aminoácidos de estas 
proteínas en distintas fuentes alergénicas. Están por tanto implicadas en procesos de 
reactividad cruzada entre pólenes y alimentos [93] y son responsables de la 
polisensibilización sufrida por muchos pacientes alérgicos. 
Tabla 4: familias de proteínas en las que se ha descrito algún alérgeno del polen. 
Modificado de Radauer and Breiteneder [94]. 
Proteínas con motivos EF-Hand. Esta familia engloba una serie de proteínas que 
presentan motivos hélice-bucle-hélice caracterizados por su capacidad para unir iones 
Ca2+. Las polcalcinas son moléculas pertenecientes a esta familia de proteínas de unos 
10 kDa de masa molecular, que poseen dos motivos EF-Hand. Son alérgenos expresados 
específicamente en polen y se encuentran muy conservados entre distintas fuentes 
alergénicas [95], estando al igual que las profilinas, implicadas en procesos de 
polisensibilización. Aunque las secuencias aminoacídicas tipo EF-Hand son comunes 
en otros alérgenos no pertenecientes a la subfamilia de las polcalcinas, éstos no parecen 
encontrarse implicados en procesos de reactividad cruzada [96]. Sin embargo, 
recientemente se ha demostrado que Bra r 5 (Brassica rapa), otra proteína con 
Familia de proteínas Familia de proteínas 
Grupo de proteínas de defensa de plantas 
Isoflavona reductasas 
Proteínas de choque térmico (Hsp70) 
Proteínas de unión a quitina 
Quitinasas (Clase I) 
Superóxido dismutasas (Cu/Zn) 
Pectín metilesterasas 
Ciclofilinas 
Cistatinas 
Proteína quinasas 
Enolasas 
Plastocianina-like
Proteínas con dominios WWP 
-Tioninas 
Expansinas C-terminal 
Profilinas 
Proteínas con motivos EF-Hand
Dominio N-terminal de las expansinas 
Ole e 1-like
Pectato liasas 
Ribonucleasas 
Bet v 1-like
Glicosil hidrolasas (familia 28) 
Flavoproteínas 
Taumatina-like
Defensinas 
Prolaminas 
Amb V-like
Proteínas con dominios X8 Glicosil hidrolasas (familia 17) 
Proteínas inhibidoras de la invertasa 
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capacidad para unir calcio, sí presenta reactividad cruzada a través de estos motivos 
[97]. 
Pectín metilesterasas (PME). Enzimas implicadas en procesos de modificación de 
la pared celular de plantas mediante desesterificación de la pectina liberando pectato y 
metanol. Su actividad enzimática se encuentra relacionada con procesos de maduración 
de la fruta, crecimiento y elongación de raíces y tallos o crecimiento del tubo polínico. 
Se han encontrado también PMEs en hongos y bacterias, así como un inhibidor de estas 
enzimas, por lo que se ha sugerido que tienen un papel de defensa frente a la entrada de 
posibles patógenos mediante disrupción de la pared celular [98]. Las PMEs se han 
descrito como alérgenos principales en S. kali (Sal k 1) [99], que es además marcador de 
sensibilización a esta planta, y en O. europaea (Ole e 11) [67]. Además, se ha descrito 
que el inhibidor de la PME de kiwi (Act d 6) es un alérgeno principal en este fruto. 
Familias 17 y 28 de glicosil hidrolasas. Este grupo de enzimas cataliza la hidrólisis 
de enlaces glicosídicos entre uno o más carbohidratos o entre una fracción glicosídica y 
otra no glicosídica. Dentro del grupo 17 se encuentran las β-1,3-glucanasas, proteínas de 
masas moleculares comprendidas entre 25 y 45 kDa las cuales se han descrito como 
alergénicas en diversas fuentes como O. europaea [65], Hevea brasiliensis (látex) [100] 
o Musa acuminata (banana) y están implicadas en procesos de reactividad cruzada entre
pólenes, alimentos y látex [101]. En la familia 28 se encuentra la subfamilia de las 
poligalacturonidasas (PG), enzimas con capacidad para hidrolizar enlaces α(14) entre 
moléculas de ácido D-galacturónico. Por tanto, están implicadas en procesos que 
requieren de la degradación de la matriz de pectina que compone la pared de células 
vegetales como son la maduración de la fruta o el polen [102]. Se han descrito PGs 
alergénicas en pólenes de Paspalum notatum (Pas n 13) [103], Platanus acerifolia (Pla a 
2) [104], Phleum pratense (Phl p 13) [105], Cryptomeria japonica (Cry j 2) [106] o Z.
mays (Zea m 13) [107]. 
Prolaminas. Dentro de esta familia de proteínas se encuentran las proteínas de 
transferencia de lípidos no específicas (nsLTPs). Estas proteínas se pueden agrupar 
según su tamaño presentando masas moleculares de 7 a 9 kDa. Tienen carga neta básica 
y un plegamiento fundamentalmente en hélice α estabilizado por 4 puentes disulfuro en 
los que intervienen 8 cisteínas conservadas en esta familia de proteínas. Muestran 
porcentajes de identidad entre las distintas fuentes alergénicas menores del 60% y 
parecen estar implicadas en procesos de defensa frente a patógenos. Se han identificado 
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nsLTPs alergénicas en pólenes y alimentos [108-110] demostrándose que pueden estar 
implicadas en procesos de reactividad cruzada entre ambos grupos de fuentes 
alergénicas [111, 112]. 
Isoflavona reductasas. Este grupo de enzimas NADPH-reductasas se encuentran 
implicadas en la biosíntesis de los lignanos e isoflavonoides, moléculas descritas con 
una función en la defensa de plantas ya que tienen actividad antimicrobiana y 
antifúngica [113]. Algunos de los alérgenos descritos en esta familia de proteínas son 
Bet v 6 [114] en polen de B. verrucosa, Ole e 12 en O. europaea [115] o Pyr c 5 en el 
fruto de Pyrus communis (Peral común). Estos alérgenos también se encuentran 
implicados en procesos de reactividad cruzada entre pólenes y alimentos [116]. 
Grupo 6 de Oleáceas. Este grupo de alérgenos de unos 10 kDa de masa molecular 
son proteínas enriquecidas en cisteínas que no pertenece a ninguna familia de proteínas 
conocida [62]. Se trata de moléculas con puntos isoeléctricos ácidos alrededor de 5 y 
que contienen varios motivos del tipo Cys-X3-Cys-X3-Cys. La prevalencia de Ole e 6 
testada en una población de 255 pacientes alérgicos al polen de O. europaea fue del 
15%, tratándose por lo tanto de un alérgeno secundario con una sensibilización muy 
dependiente de la zona geográfica de procedencia de los pacientes [62]. 
5 Reactividad cruzada 
Uno de los procesos que aumenta el repertorio de fuentes alergénicas a las que se 
encuentra sensibilizado un paciente y que más dificulta el diagnóstico de la alergia es la 
reactividad cruzada. Este fenómeno es debido a la presencia de epítopos 
conformacionales (discontinuos) y/o secuenciales (continuos) compartidos entre 
alérgenos de diversas fuentes. Esto provoca que la sensibilización frente a uno de estos 
alérgenos, con la consiguiente producción de IgE específica, dé lugar a una respuesta 
alérgica frente a otras moléculas sin la necesidad de que haya un proceso previo de 
sensibilización. El resultado es un incremento de la complejidad de las manifestaciones 
alérgicas y de la dificultad a la hora de identificar la fuente primaria de sensibilización. 
Ejemplos de algunas de estas moléculas son los ya mencionados panalérgenos, 
moléculas con secuencias de aminoácidos altamente conservadas en distintas fuentes 
biológicas, como son las polcalcinas o las profilinas. Además, otras familias de 
proteínas alergénicas como las nsLTPs, β-1,3-glucanasas o las Ole e 1-like, también se 
encuentren involucradas en procesos de reactividad cruzada. 
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Algunos de estos alérgenos se pueden encontrar en pólenes, alimentos u otras 
fuentes biológicas como puede ser el látex, dando lugar a procesos de 
polisensibilización. Los panalérgenos son proteínas que suelen poseer funciones 
biológicas muy conservadas y, generalmente, presentan elevados porcentajes de 
identidad en sus secuencias de aminoácidos. Un punto clave de la reactividad cruzada, 
es que con cierta frecuencia los epítopos de las moléculas alergénicas se encuentran en 
regiones que tienen un papel crítico para su función biológica. Es por esto por lo que se 
pueden encontrar alérgenos con secuencias aminoacídicas equivalentes en fuentes muy 
diversas. De hecho, el diagnóstico de polisensibilización a profilina de ciertos pacientes 
se resuelve únicamente con la profilina Pho d 2 de P. dactylifera. Sin embargo, cuando 
se habla de inmunoterapia, es importante disponer del alérgeno que inicialmente 
sensibilizó al paciente, ya que sutiles diferencias en las secuencias de aminoácidos de 
estos alérgenos pueden dan lugar a distintas capacidades de unir IgE [95] y distintas 
respuestas a nivel de células T y de cambio del isotipo de anticuerpo [117, 118]. 
Finalmente, dependiendo de la vía de entrada de las moléculas alergénicas se 
producirán unos u otros síntomas. En el caso de determinados aeroalérgenos, la 
sensibilización se produce por vía aérea frente al polen de algunas especies, y una 
exposición al alérgeno, esta vez por vía digestiva, desencadena una respuesta inmune 
alimentaria. En la reacción alérgica asociada a alimentos los síntomas observados 
pueden ser dermatitis atópica, vómitos, cuadros gastrointestinales o shock anafiláctico y 
se estima en un 30% la prevalencia de esta reactividad cruzada alimentaria en pacientes 
con polinosis [119]. 
Aplicaciones de la proteómica y la ingeniería genética al estudio de los 6
procesos alérgicos 
6.1  Técnicas proteómicas 
La proteómica es el estudio sistemático a gran escala de las proteínas en un 
determinado tipo celular, órgano, tejido u organismo con el fin de obtener una 
determinada información sobre su estructura, función, interacciones con otras proteínas, 
modificaciones post-traduccionales o su regulación en un sistema biológico.  
Gracias a toda una serie de avances conceptuales y metodológicos, existen diversas 
técnicas que permiten el análisis de proteínas aisladas o mezclas complejas de proteínas. 
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Dependiendo de la técnica utilizada, el análisis de los datos obtenidos estará asociado a 
un procesamiento informático simultáneo debido al gran volumen de información que 
se consigue. 
Existe un amplio repertorio de técnicas que se podrían englobar dentro de las 
denominadas técnicas proteómicas, sin embargo dos de las más empleadas son: 
6.1.1 Electroforesis bidimensional (2DE) 
Esta técnica es una ampliación de la tradicional PAGE-SDS en la que además de 
separar las proteínas de una mezcla por su masa molecular, también se separan por su 
punto isoeléctrico en un sistema de desarrollo en dos dimensiones. 
En primer lugar, se lleva a cabo la separación de las proteínas mediante 
isoelectroenfoque. La mezcla de proteínas se somete a un campo eléctrico en presencia 
de un gradiente de pH inmovilizado, de tal manera que las proteínas migran hasta 
alcanzar su punto isoeléctrico, en el que adquieren una carga neta de cero y quedan 
inmóviles. Para favorecer el despliegue de las proteínas, exponiendo de esta manera 
todos los grupos susceptibles de protonarse o desprotonarse, el isoelectroenfoque se 
realiza en presencia de detergentes y agentes desnaturalizantes y reductores. Tras el 
isoelectroenfoque, la muestra se somete a un proceso de reducción y alquilación de los 
grupos sulfidrilo de las cisteínas para evitar que éstas vuelvan a oxidarse. Tras esta 
etapa se procede a la separación convencional de la mezcla de proteínas por masa 
molecular mediante PAGE-SDS. 
Finalmente, se obtiene un gel de poliacrilamida en el que tras la tinción con azul de 
Coomassie o con nitrato de plata, se pueden observar una serie de manchas de aspecto 
circular correspondientes a las distintas proteínas separadas. Dichas manchas se pueden 
cortar y extraer las proteínas que contienen para posteriormente procesarlas. 
6.1.2 Espectrometría de masas (MS) 
Gracias a la MS podemos determinar la masa molecular y la secuencia de 
aminoácidos de las proteínas que existen en una muestra separándolas según su relación 
masa/carga. 
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Para el estudio de proteínas, inicialmente éstas se digieren con tripsina, aunque se 
pueden utilizar otras proteasas como quimotripsina o la endopeptidasa GluC. Los 
péptidos resultantes son ionizados mediante ionización-desorción con láser (MALDI) y 
separados mediante su masa/carga en un analizador de tipo quadrupolo, trampa iónica o 
de tiempo de vuelo (TOF). El resultado obtenido es un espectro de masas de los 
fragmentos peptídicos obtenidos y denominado huella peptídica. 
Figura 5: proceso de separación de una mezcla de proteínas. Inicialmente las proteínas se 
separan mediante 2DE y se obtienen secuencias peptídicas parciales mediante MS. 
Posteriormente a la obtención de la huella peptídica existe la posibilidad de 
seleccionar los iones con mayor intensidad, fragmentarlos nuevamente mediante 
colisión con un gas y determinar la relación masa/carga de los fragmentos obtenidos. De 
esta manera se puede obtener la secuencia de novo de aminoácidos del fragmento 
peptídico inicial. 
La huella peptídica, que es característica de una determinada proteína, así como la 
obtención de las secuencias parciales de uno o varios de los péptidos, permite identificar 
por similitud con secuencias de aminoácidos almacenadas en las bases de datos qué tipo 
de proteína se está estudiando. Además, gracias a la obtención de una potencial 
secuencia aminoacídica es posible diseñar posteriormente oligonucleótidos para llevar a 
cabo la clonación del cDNA que codifica esta proteína.  
El uso de estas dos técnicas, combinado con técnicas inmunológicas, permite en el 
campo de la alergia la identificación y caracterización de posibles proteínas alergénicas. 
Por un lado la 2DE permite separar las proteínas de mezclas complejas como pueden ser 
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los extractos proteicos obtenidos del polen o alimentos. Posteriormente, mediante 
técnicas de inmunodetección es posible localizar las proteínas que tengan capacidad de 
unir IgE de pacientes alérgicos o IgG de anticuerpos policlonales dirigidos frente a otros 
alérgenos. Una vez localizadas las proteínas correspondientes a posibles alérgenos, éstas 
pueden ser extraídas del gel para obtener la huella peptídica o secuenciar de novo esa 
proteína y poder iniciar así el proceso de obtención de la secuencia codificante (Figura 5). 
6.2  Técnicas de clonación y producción recombinante 
La tecnología del DNA recombinante engloba toda una serie de técnicas de 
laboratorio que permiten la clonación de una determinada secuencia de nucleótidos 
[120]. Para ello se clona el cDNA en un vector plasmídico y se inserta en un sistema 
heterólogo, donde dicho DNA se amplifica produciéndose la síntesis de la proteína 
recombinante. El sistema heterólogo usado dependerá de las características de la 
proteína que se quiere expresar. 
Concretamente, en el estudio de los procesos alérgicos, el uso de estas técnicas 
permite la obtención de las secuencias de nucleótidos que codifican un determinado 
alérgeno y su introducción en organismos capaces de producir estas moléculas como 
proteínas recombinantes. 
La producción de alérgenos recombinantes permite: 
 La obtención de grandes cantidades del alérgeno. Los alérgenos recombinantes
solucionan los bajos rendimientos en la purificación de los homólogos naturales
como consecuencia de la gran cantidad de proteínas que contienen las fuentes de las
que se obtienen estos alérgenos naturales. Además, algunos de los alérgenos de
interés se encuentran en muy bajas cantidades en la fuente natural.
 La caracterización inmunológica y estructural en profundidad del alérgeno.
Esto incluye toda una serie de técnicas que permiten determinar las capacidades
inmunogénicas y alergénicas de las moléculas clonadas, así como la caracterización
de su estructura a distintos niveles. Se pueden realizar ensayos de reactividad
cruzada entre alérgenos de distintas fuentes, identificación de epítopos o análisis
poblacionales de reactividad frente al alérgeno [68, 91]
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 El estudio de una única isoforma. Los alérgenos son moléculas que generalmente
muestran un elevado polimorfismo, lo que dificulta su estudio. La disponibilidad de
una única isoforma o varias permite la comparación de éstas profundizando así en
qué características favorecen que una molécula tenga unas determinadas
propiedades antigénicas o alergénicas. [97, 109, 121]
 Diseño de nuevas moléculas. Existen una amplia variedad de estrategias para la
obtención de moléculas con características alergénicas y/o inmunogénicas
modificadas (eliminación de epítopos B mediante delección o sustitución de
residuos, moléculas híbridas, producción de dominios de un alérgeno…) ya sea para
un posible uso en clínica como para el estudio de esas nuevas capacidades in vitro.
Generalmente estas moléculas se diseñan siguiendo estrategias que persiguen una
mayor efectividad de los tratamientos de AIT, así como reducir en la medida de lo
posible las reacciones severas que puedan ocurrir durante la administración de la
terapia. [43, 52]
 El uso de baterías de alérgenos recombinantes para el diagnóstico clínico de la
alergia. La disponibilidad de un repertorio de alérgenos y sus isoformas permite un
diagnóstico preciso del paciente con el fin de llevar a cabo estudios poblacionales y
epidemiológicos y la personalización del tratamiento terapéutico del paciente
alérgico. Además, el disponer de las moléculas alergénicas de diferentes fuentes
biológicasayudaría a identificar el agente sensibilizador primario [122, 123].
6.2.1 Sistemas heterólogos utilizados para la producción de alérgenos 
recombinantes 
Actualmente, se utilizan una gran variedad de sistemas para la expresión de 
proteínas recombinantes, desde una bacteria como Escherichia coli a sistemas más 
complejos como pueden ser plantas e incluso animales. Cada uno de éstos tiene una 
serie de propiedades que le dan ventajas sobre otros.  
6.2.1.1 Sistema de expresión de E. coli 
La producción de proteínas en E. coli se caracteriza por la facilidad de manipulación 
de este microorganismo, los tiempos cortos de duplicación, así como la elevada tasa de 
producción de la proteína de interés. En contraposición, una de las desventajas de las 
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proteínas así producidas es que no tienen modificaciones post-traduccionales como 
glicosilaciones o puentes disulfuro. 
 Vectores de expresión pET: En los plásmidos pET los genes clonados se encuentran
bajo el control de la RNA polimerasa del bacteriófago T7. Esta polimerasa es tan
selectiva y productiva que hasta el 50% de los recursos de la bacteria se destinan a la
síntesis del mRNA del gen clonado. Los plásmidos se utilizan en conjunto con
células que contengan en su cromosoma la secuencia codificante para la RNA
polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5, el cual es inducible mediante la
adición de IPTG, un análogo de lactosa no metabolizable.
6.2.1.2 Sistema de expresión de Pichia pastoris 
Se trata de un microorganismo eucariota unicelular inocuo, lo que hace más segura 
su manipulación. Los tiempos de duplicación son más largos y los medios de 
crecimiento e inducción más complejos que los de E. coli. Por otro lado, las proteínas 
producidas en este sistema sí tienen modificaciones post-traduccionales como por 
ejemplo glicosilaciones o la correcta formación de puentes disulfuro. 
 Vectores de expresión pPICZ: Estos plásmidos permiten la expresión de proteínas
recombinantes en P. pastoris, encontrándose el gen a expresar bajo el control del
promotor AOX1, inducible mediante la adición de metanol al medio. Contienen el
gen de resistencia a zeocina para la selección de los plásmidos recombinantes tanto
en E. coli como en P. pastoris. Adicionalmente, los plásmidos pPICZα contienen la
secuencia de secreción de Saccharomyces cerevisiae factor-α en el N-terminal de la
proteína a expresar, lo que dirige la proteína al medio extracelular, facilitando su
posterior purificación. Este tipo de plásmidos se integran en el cromosoma de P.
pastoris mediante recombinación homóloga, por lo que su estabilidad es mayor.
6.2.1.3 Sistema de expresión en células de insecto 
En este sistema de expresión eucariota se usan baculovirus como vector para la 
infección de células de insecto (Spodoptera frugiperda) que integran en su genoma el 
fragmento de cDNA de la proteína que se quiere producir. Las ventajas de este sistema 
heterólogo son la correcta formación de puentes disulfuro, la síntesis de proteínas 
glicosiladas, la adición de fosforilaciones, splicing de intrones, un correcto plegamiento 
de la proteína y el procesamiento de péptidos señal. Sin embargo los medios son más 
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costosos, la manipulación de virus y células más compleja y los tiempos de duplicación 
celular más largos. 
 Vectores de expresión de baculovirus. El vector que contiene el cDNA de la
proteína recombinante es el baculovirus. Inicialmente, las células de insecto son co-
transfectadas con un plásmido que contiene el cDNA de interés y el DNA del
baculovirus, formándose nuevas partículas virales que contienen integrado en su
genoma el cDNA y que infectan nuevas células. Además, durante la infección, el
cDNA que codifica para la proteína recombinante comienza a expresarse ya que se
encuentra bajo el control de promotores del DNA del virus, como el promotor de la
polihedrina, la proteína que forma los cuerpos de oclusión en los que se incluyen los
viriones.
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El objetivo principal de esta tesis ha sido profundizar en el estudio de dos fuentes de 
polen alergénico con interés clínico creciente, concretamente Salsola kali (salsola) y
Fraxinus excelsior (fresno). Su interés se debe, en el caso de S. kali, al incremento de su 
presencia en zonas desérticas o aquellas zonas que sufren procesos de desertización, lo 
cual ha supuesto un incremento de su incidencia alergénica, considerándose en algunas 
regiones como el tercer polen más importante en cuanto a pacientes sensibilizados. En 
el caso de F. excelsior su importancia se debe al extenso uso de este árbol como fuente 
de madera en el centro y norte de Europa y a la reactividad cruzada que presenta con 
otros miembros de la familia Oleaceae como Olea europaea, pudiendo ser causa de la 
aparición de reacciones inesperadas en zonas en las que no se encuentra el fresno. La 
relevancia clínica de estas dos especies vegetales se debe a: i) el aumento de su 
distribución, ii) el incremento de los pacientes sensibilizados a salsola o fresno y iii) la 
reactividad cruzada que presentan con otras fuentes de pólenes o alimentos. 
Para abordar su estudio se han utilizado diversas técnicas inmunológicas, 
proteómicas y de biología molecular combinadas con el uso de bases de datos y 
procesamiento in silico, así como de la obtención de anticuerpos específicos y sueros de 
pacientes alérgicos. 
Bloque I. Caracterización e identificación de alérgenos relevantes del 
polen de Salsola kali
 Se ha observado que distintas isoformas de profilina presentes en el polen de S. kali
presentan distintas capacidades antigénicas y alergénicas entre sí. Por ello, se llevó a
cabo: i) la caracterización de dos isoformas de profilina identificadas en el polen de
S. kali, ii) la producción recombinante y purificación de éstas y iii) el análisis de sus
capacidades alergénicas y antigénicas mediante un antisuero policlonal específico y
sueros de pacientes alérgicos
 El marcador de sensibilización a S. kali (Sal k 1) utilizado en clínica es una
molécula muy polimórfica y de la cual se obtienen bajas cantidades cuando se
purifica de la fuente natural. Para solventar ambas cuestiones se procedió a: i)
obtener una molécula recombinante capaz de contener la mayor parte de los
distintos epítopos alergénicos que componen la PME de S. kali y ii) llevar a cabo su
validación estructural e inmunológica frente a la proteína natural.
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 Estudios previos en poblaciones de pacientes alérgicos a pólenes y alérgicos a
pólenes y alimentos mostraron que la prevalencia de Sal k 1 se encontraba
incrementada en este último grupo. Por ello se procedió al estudio del papel de la
PME de S. kali en posibles procesos de reactividad cruzada entre pólenes y
alimentos a través del uso de la proteína recombinante.
 Actualmente, existen 5 alérgenos descritos en S. kali (Sal k 1, Sal k 2, Sal k 3, Sal k
4 y Sal k 5). Sin embargo, mediante 2DE se pueden observar en el extracto  proteico
del polen de S. kali algunas proteínas con capacidad de unir IgE todavía no
identificadas. Los objetivos fueron por lo tanto: i) la identificación mediante
secuenciación de novo por MS en el polen de S. kali de una PG, proteína implicada
en la degradación de la pared celular de plantas, ii) la clonación, producción
recombinante y caracterización estructural e inmunológica de la PG previamente
identificada y iii) obtención de un anticuerpo específico frente a la PG recombinante
de S. kali para caracterizar e identificar su implicación en procesos de reactividad
cruzada.
Bloque II. Estudio del polen de Fraxinus excelsior como una fuente 
alergénica relevante en Europa 
 Olivo y fresno son dos fuentes importantes de polen alergénico pertenecientes a la
misma familia de vegetales y con distribuciones geográficas que incluyen toda la
cuenca del Mediterráneo en el primer caso y el norte y centro de Europa en el
segundo. Por tanto se pretendió llevar a cabo: i) el análisis detallado mediante
técnicas inmunológicas y proteómicas del perfil alergénico del polen de fresno, con
el fin de analizar la reactividad cruzada existente entre ambas fuentes a través del
uso de antisueros policlonales y suero de pacientes alérgicos y ii) el estudio del
grado de identidad y similitud existente entre alérgenos de olivo y fresno a través de
las secuencias de nucleótidos codificantes para los posibles alérgenos encontrados
en el extracto proteico del polen de F. excelsior.
 Dada la importancia clínica que tienen los panalérgenos como la profilina y la
polcalcina como agentes inductores de alergia y su implicación en procesos de
polisensibilización a pólenes y/o alimentos se llevó a cabo: i) la clonación y
producción recombinante de la profilina del polen de F. excelsior, ii) la comparación
junto con la polcalcina de F. excelsior de éstos con las formas naturales y iii) la
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realización del estudio de los procesos de reactividad cruzada entre diversas fuentes 
de pólenes y alimentos alergénicos mediante el empleo de los panalérgenos profilina 
y polcalcina recombinantes del polen de F. excelsior. 
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1 Soluciones de uso general 
 Tampón fosfato salino (PBS): NaCl 0.8% (p/v), KCl 0.02% (p/v), KH2PO4 0.02%
(p/v) y Na2HPO4·12H2O 0.3% (p/v), pH 7.3.
 Tampón de lisis de minis de colonias: Tris-base 10 mM, EDTA 10 mM, NaOH 0.1
M y 1% SDS (p/v), pH 7.4.
 Tampones para la producción recombinante y purificación de la PME de Salsola
kali:
- Unión: fosfato sódico 20 mM, NaCl 0.5 M e imidazol 20 mM pH 8.0. 
- Elución: fosfato sódico 20 mM, NaCl 0.5 M e imidazol 0.5 M pH 8.0. 
 Tampones para la producción y purificación de la PG de S. kali:
- Unión: Tris-base 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 5 mM, cloruro de guanidino 
6 M y 2-ME 1 mM, pH 8.0. 
- Lavado: Tris-base 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 5 mM, urea 6 M y 2-ME 1 
mM, pH 8.0. 
- Renaturalización: Tris-base 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 5 mM y 2-ME 1 
mM, pH 8.0. 
- Elución: Tris-base 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 0.5 M y 2-ME 1 mM, pH 
8.0. 
 Soluciones para geles de agarosa:
- TAE: Tris-base 40 mM, ácido acético 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8.5. 
- Tampón de aplicación: glicerol 30% (v/v), azul de xilencianol 0.25% (p/v) 
con o sin azul de bromofenol 0.25% (p/v). 
 Soluciones para PAGE-SDS:
- Tampón de aplicación para PAGE-SDS: glicerol 10% (v/v), SDS 3% (p/v), 
Tris-base 1 M pH 6.8 y azul de bromofenol 0.2% (p/v). 
- Tampón de desarrollo: Tris-base 25 mM pH 8.4, glicocola 0.14% (p/v) y 
SDS 0.1% (p/v). 
- Azul de Coomassie: Brilliant Blue R250 al 0.25% (p/v), metanol al 45% 
y ácido acético glacial al 9%. 
 Soluciones para 2DE:
- Tampón de rehidratación: urea 8 M, CHAPS 2% (v/v) y DTT 0.08% (p/v). 
- Tampón de equilibrado I: urea 6 M, Tris-base 0.375 M pH 8.8, SDS 2%, 
DTT 2% (p/v) y glicerol 20%. 
- Tampón de equilibrado II: urea 6 M, Tris-base 0.375 M pH 8.8, SDS 2%, 
iodoacetamida 2.5% (p/v) y glicerol 20%. 
 Soluciones para ELISA:
- Solución de lavado: Tween-20 0.5% (v/v) en PBS. 
- Solución de bloqueo: leche desnatada en polvo 3% (p/v), Tween-20 0.1% 
(v/v) en PBS. 
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 Soluciones para inmunodetección en membranas de nitrocelulosa:
- Tampón de transferencia: Tris-base 48 mM, SDS 0.0375% (p/v), glicocola 
39 mM y metanol 20% (v/v). 
- Solución de bloqueo: leche desnatada en polvo 3% (p/v) y Tween-20 0.1% 
(v/v) en PBS. 
- Solución de lavado: Tween-20 0.1% (v/v) en PBS. 
2 Enzimas comerciales 
En las secuencias de corte de las enzimas de restricción se ha indicado con una 
flecha vertical el sitio de corte: 
 T4 DNA Ligasa (Fermentas).
 Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech).
 TaKaRa Taq DNA polimerasa (Takara).
 BamHI (Roche). G↓GATCC.
 EcoRI (Roche). G↓AATTC.
 NdeI (Roche). CA↓TATG.
 SacI (Roche). CCGC↓GG
 SacII (Roche). GAGCT↓C
 XhoI (Roche). C↓TCGAG.
3 Medios de cultivo 
Todos los medios descritos a continuación se utilizaron tras su esterilización en 
autoclave durante 20 min a 120ºC excepto aquellos en los que la esterilización por 
autoclave estaba contraindicada y fueron filtrados. Se añadió ampicilina (Amp) (100 ó 
50 g/ml) o kanamicina (Kan) (50 g/ml). 
Medio -Broth: utilizado para la recuperación y crecimiento celular de las bacterias 
Escherichia coli One Shot BL21(DE3) y DH5αF´ tras el proceso de transformación. 
Contiene 20 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extracto de levadura y 5 g/l de sulfato de 
magnesio. El pH del medio se ajustó a 7.6 con KOH. 
Medio complejo de Luria-Bertani (LB): se utilizó para el crecimiento normal de 
células de E. coli, así como para la obtención de masa bacteriana para el aislamiento de 
plásmidos. La expresión de las proteínas recombinantes, así como el crecimiento de los 
preinóculos se llevó a cabo en este medio. Se preparó añadiendo 10 g/l de bactotriptona, 
5 g/l de extracto de levadura y 15 g/l de NaCl. El medio se ajustó a un pH de 7.0 con 
HCl. Para el crecimiento de bacterias en placas de cultivo se añadieron 15 g/l de agar 
antes de la esterilización en autoclave. La selección de colonias transformantes se llevó 
a cabo añadiendo Amp o Kan a estos medios.
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Medio SOC: este medio se utilizó durante el proceso de transformación de las 
células One Shot TOP10. Contenía 20 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extracto de levadura, 
NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4  10 mM y glucosa 20 mM, pH 7.0. 
TFB1: acetato potásico 30 mM, CaCl2 10 mM, MnCl2 50 mM, RbCl 100 mM y 15% 
glicerol (v/v). El pH se ajustó a 5.8 con ácido acético 1 M tras lo cual se filtró para 
esterilizarlo con un filtro de tamaño de poro de 0.22 m. 
TFB2: MOPS 100 mM, CaCl2 75 mM, RbCl 10 mM y glicerol 15% (v/v). El pH se 
ajustó a 6.5 con KOH 1M tras lo cual se filtró para esterilizarlo con un filtro de tamaño 
de poro de 0.22 m.
4 Anticuerpos y antisueros 
 Antisuero policlonal de conejo frente a la profilina de olivo y antisuero policlonal de
conejo frente a nSal k 1 obtenido mediante inyecciones semanales de 100 µg de la
proteína en adyuvante completo de Freud. Ambos obtenidos en el laboratorio de
inmunología del Dr. Fernando Vivanco.
 Anticuerpos monoclonales de ratón frente a nSal k 1. Cedidos por ALK-Abelló.
 Antisuero policlonal de ratón frente a la PG recombinante de S. kali obtenido
mediante inyecciones semanales de 1 µg de la proteína en adyuvante completo de
Freud.
 Anticuerpo monoclonal de ratón anti-IgE humana. Cedido por ALK-Abelló.
 Antisuero policlonal de cabra anti-IgG de conejo con peroxidasa de rábano
conjugada (GAR) (Bio-Rad).
 Antisuero policlonal de cabra anti-IgG de ratón con peroxidasa de rábano conjugada
(GAM) (Pierce).
 Antisuero monoclonal de ratón dirigido frente a la cola de histidinas conjugado con
peroxidasa de rábano (Sigma-Aldrich).
5 Sueros de pacientes alérgicos y controles no atópicos 
5.1  Criterios de selección 
Los sueros de pacientes alérgicos a miembros de la familia Amaranthaceae u 
Oleaceae procedían de diversas regiones de España y Francia cumpliendo los siguientes 
criterios: 1) rinitis estacional y/o asma en los meses comprendidos entre abril y agosto, 
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ambos incluidos, en el caso de Amaranthaceae y de abril a junio en el caso de alergia a 
Oleaceae; 2) pruebas cutáneas positivas a pólenes de S. kali y/o Chenopodium album 
para Amaranthaceae, al polen de O. europaea para olivo y al polen de Fraxinus 
excelsior para fresno. Además, de los alérgicos a Amaranthaceae se seleccionaron 
sueros de pacientes que tenían IgE específicas con valores de DO492nm mayores de 0.1 
en ELISA: a rChe a 2 en los ensayos con profilinas y a nSal k 1 para ensayos con PME. 
En el caso de los ensayos con PG se seleccionaron algunos sueros de alérgicos a 
Amaranthaceae por tener IgE frente a proteínas de alto peso molecular (35-45 kDa) y 
valores de DO492nm menores de 0.1 en ELISA frente a nSal k 1. 
Los pacientes de Estrasburgo alérgicos a fresno (Francia) no tenían un historial de 
migraciones desde o hacia zonas del Mediterráneo en las que se hubiera podido producir 
una sensibilización frente a alérgenos de olivo. 
5.2 Procedencia de los sueros de pacientes alérgicos 
Los sueros de controles no atópicos procedían de donantes anónimos con pruebas 
cutáneas negativas a la batería de alérgenos usados en clínica. 
 Sueros de pacientes alérgicos a olivo:
- Jaén, Hospital General. Cedidos por el Dr. Joaquín Quiralte. 
 Sueros de pacientes alérgicos a Amaranthaceae:
- Murcia, Hospital Virgen de la Arrixaca. Cedidos por el Dr. Javier García-Sellés. 
- Zaragoza, Hospital Clínico Universitario “Lozano Blesa”. Cedidos por el Dr. 
-
Carlos Colás. 
Alicante, Hospital General Universitario de Alicante. Cedidos por el Dr. Javier 
Fernández. 
 Sueros de pacientes alérgicos a fresno:
- Estrasburgo (Francia), L´Hôspitaux Universitaires de Strasbourg. Cedidos por 
los Drs. Gabrielle Pauli y Ashok Purohit. 
6   Cepas de células químicamente competentes de E. coli
6.1  Aislamiento y producción de plásmidos recombinantes 
One Shot TOP10 (Invitrogen) {F´ φ80lacZΔM15 Δ (lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 
hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1}: con una alta tasa de 
transformación con DNA superenrrollado. Estas células se utilizaron para la obtención 
de colonias recombinantes y propagación con los diferentes fragmentos de DNA 
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obtenidos a lo largo del proceso de obtención del cDNA de los alérgenos que fueron 
clonados en el plásmido pCR2.1. 
DH5αF´ (Invitrogen) {F- mcrA Δ (mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacΧ74 recA1 
araD139 Δ (ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG λ-}: esta cepa se usó para 
propagar los plásmidos que contenían los insertos de cDNA de las distintas proteínas 
recombinantes y obtener así una gran cantidad de copias del mismo. Estas bacterias F´ 
tienen el pili para la conjugación y la mutación en el gen endA que elimina la actividad 
inespecífica endonucleasa tipo 1, lo que favorece la amplificación de los plásmidos. 
6.2  Producción de proteínas recombinantes 
One Shot BL21(DE3) (Invitrogen) {F' ompT [lon] hsdB (r
-
B m
-
B)}: estas células son 
compatibles con el sistema de expresión que utilizan los vectores que tienen el promotor 
Φ10 del bacteriófago T7, es decir, contienen integrado en el cromosoma el lisógeno 
DE3 (fragmento del genoma del fago T7 que codifica para la RNA polimerasa de éste). 
Además son deficientes en dos proteínas clave (la proteasa Lon y la proteasa de la 
semimembrana externa OmpT), lo que reduce la degradación de la proteína 
recombinante producida. 
7   Clonación del cDNA y técnicas de manipulación de ácidos nucleicos
7.1  Geles de agarosa 
Se pesó la agarosa estándar (Pronadisa), o la agarosa de bajo punto de fusión 
(Ecogen), en función del porcentaje final (p/v) que contendría el gel (1,5 y 1% para 
fragmentos y plásmidos, respectivamente) y se añadió al volumen necesario de TAE, 
llevándose la mezcla a ebullición en un microondas para su disolución mediante 
agitación suave. La disolución se enfrió en un molde dejándose polimerizar. La 
electroforesis se llevó a cabo a una diferencia de potencial constante de 100 voltios en 
TAE. En el caso de geles de bajo punto de fusión se realizó a 70 voltios a una 
temperatura de 4ºC. Las muestras se trataron previamente con tampón de aplicación 
para DNA. 
7.1.1 Tinción de geles de agarosa 
Se usó para este fin bromuro de etidio (BrEt), un agente intercalante que aumenta su 
fluorescencia unido al DNA permitiendo localizar las bandas en las que se encuentran 
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los ácidos nucleicos mediante irradiación con luz ultravioleta. Los geles se sumergieron 
en la solución de BrEt durante 5-10 min. Los geles de agarosa de bajo punto de fusión 
se tiñeron durante cortos períodos de tiempo, para evitar daños irreversibles en el DNA 
provocados por la sobreexposición al BrEt, y mientras se recortaban las bandas, se usó 
una lámpara de luz ultravioleta de mayor longitud de onda (312 nm) durante el menor 
tiempo posible para evitar la degradación del DNA. 
7.2  Vectores plasmídicos 
El plásmido pCR2.1 se utilizó durante el proceso de clonación y secuenciación de 
los fragmentos de DNA así como del cDNA codificante. Para la expresión de los 
cDNAs clonados previamente en el pCR2.1 se utilizaron los plásmidos pET11b o 
pET41b. En ambos plásmidos el cDNA se clonó en fase con el promotor específico de 
la polimerasa del fago T7, que tiene una elevada actividad y se encuentra bajo el control 
del operador inducible lac. De esta forma, cuando se añade el inductor IPTG, el gen de 
la T7 polimerasa incluído en el cromosoma de la célula hospedadora deja de estar 
reprimido, activándose la síntesis de su mRNA. Tras la síntesis de la T7 polimerasa, 
ésta reconoce a su promotor en el plásmido y, ya que no hay represión, se inicia la 
transcripción del gen que contiene el plásmido. 
El plásmido pET11b se utilizó para la clonación de los genes de las distintas 
profilinas digiriéndose previamente, con NdeI, EcoRI o BamHI alternativamente. El 
plásmido pET41b se usó para el resto de proteínas, PME y PG, clonándose cada una de 
ellas en fase con la cola de histidinas que el plásmido contiene en el extremo carboxilo 
terminal una vez digeridos con NdeI y XhoI. La selección de colonias transformantes y 
el mantenimiento de los cultivos en LB y LB-Agar se realizó con Amp (100 g/ml) para 
células transformadas con pET11b y Kan (50 g/ml) para células transformadas con 
pET41b. 
7.3  Obtención del RNA total del polen y síntesis de cDNA 
El mRNA total del polen de S. kali, O. europaea o F. excelsior se aisló siguiendo el 
método descrito por Ullrich y col. [124] con pequeñas modificaciones. El polen (1 g) se 
homogeneizó con un Polytron (Brinkmann Instruments) en Tris-HCl 0.1 M, pH 7.5 con 
isotiocianato de guanidinio 4 M y 2-ME 140 mM. Se añadió a la mezcla el detergente 
N-laurilsarcosinato sódico 0.5% (p/v), se centrifugó a 2500 g durante 20 min y el 
sobrenadante resultante se volvió a centrifugar a 5000 g durante 10 min. Este último 
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sobrenadante se depositó sobre 3.1 ml de CsCl 5.7 M con EDTA 10 mM y se centrifugó 
a 160000 g durante 12 horas a 4ºC en un rotor flotante SW-60 Ti (Beckman). Se 
descartó el sobrenadante y el sedimento se lavó dos veces con etanol al 70% para 
eliminar los restos de CsCl. La muestra se resuspendió en TE con SDS 0.1% (p/v) y se 
precipitó con etanol según el método descrito por Sambrook y col. El RNA obtenido se 
disolvió en agua estéril tratada con DEPC, su concentración se estimó 
espectrofotométricamente y su integridad se observó en geles desnaturalizantes en 
presencia de formaldehído.
Figura 6: esquema de obtención del cDNA según el método descrito para el SMARTer RACE 
cDNA Amplification Kit (izquierda) y de la reacción de ligación de un fragmento de DNA en el 
plásmido pCR2.1 (derecha). 
7.4 Amplificación, clonación y secuenciación del DNA 
Para la transcripción inversa del mRNA purificado en cDNA, y amplificación de 
éste último, se usó el SMART
 
RACE cDNA Amplification Kit (Clontech). El 
mecanismo para la obtención del cDNA se basa en la síntesis inicial de una primera 
hebra con un oligo polidesoxitimidina modificado que aparea con la cola de 
poliadenosinas del mRNA. Durante los ciclos de reacción de la transcriptasa reversa, 
cuando ésta alcanza el final del molde de mRNA, añade una serie de residuos sin 
necesidad de molde. El oligonucleótido SMARTer II A hibrida con la cola del cDNA 
sintetizada, sirviendo así como molde para la posterior extensión del cDNA (Figura 6). 
Para obtener fragmentos parciales de DNA o el cDNA completo se utilizaron 
oligonucleótidos específicos diseñados a partir de secuencias de DNA conocidas o de 
péptidos obtenidos por secuenciación de novo mediante MS de las distintas proteínas. 
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En estas reacciones de PCR se utilizó el Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech), que 
contiene una Taq DNA polimerasa deficiente en actividad exonucleasa y una pequeña 
cantidad de Pfu DNA polimerasa con actividad correctora de errores, permitiendo la 
obtención de un elevado número de copias y una alta fidelidad en la amplificación del 
DNA.  
Los fragmentos obtenidos a lo largo del proceso se clonaron en el plásmido pCR2.1 
para su posterior secuenciación utilizando los oligonucleótidos T7 Forward y T7 
Reverse. Este plásmido se encuentra linearizado con una desoxitimidina adicional en el 
extremo 5´ protuberante y la topoisomerasa I del virus Vaccinia covalentemente unida 
al vector. Al fragmento de DNA que se desea clonar se le aplicó un ciclo de PCR 
durante 10 min a 72ºC en presencia de dATP y con la Taq DNA polimerasa (TaKaRa), 
enzima que carece de actividad correctora de errores y que por lo tanto añade una 
desoxiadenosina en los extremos 3´ del DNA amplificado. De esta forma, el vector y el 
DNA amplificado se pueden unir a través de los extremos protuberantes que presentan. 
La topoisomerasa I cataliza la ligación del fragmento de DNA y posteriormente se 
libera del vector cuando el extremo hidroxilo 5´ del producto de PCR realiza un ataque 
sobre el enlace fosfotirosina que une la enzima al vector, quedando así unido 
covalentemente el producto de PCR al plásmido (Figura 6). 
La mezcla de reacción de 0.5-4 l de producto de PCR, 1 l de vector pCR2.1 y 1 l 
de solución salina, ambos contenidos en el TOPO TA cloning kit (Invitrogen), se llevó a 
un volumen final de 6 l y se incubó a temperatura ambiente durante 10 min. A 
continuación se añadió a las células One Shot TOP10 previamente descongeladas en 
hielo para su transformación. Estas células permiten usar el sistema de selección basado 
en el sustrato X-gal, de forma que se pueden diferenciar aquellas colonias que han sido 
transformadas con la construcción vector-inserto de las que sólo lo han sido con el 
vector. El plásmido pCR2.1 contiene un fragmento del gen de la -galactosidasa que se 
complementa con el que le falta a las células One Shot TOP10. Si la construcción del 
plásmido es correcta el inserto inactiva este fragmento del gen de la enzima y por tanto 
las células no expresan -galactosidasa activa, no hay degradación de X-gal y por tanto 
no hay color azul en esas colonias. 
La selección de los distintos colonias para la secuenciación automática de DNA se 
realizó mediante preparaciones a pequeña escala de DNA plasmídico y en algún caso 
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excepcional mediante reacciones de PCR con oligonucleótidos específicos de los 
fragmentos clonados. 
7.5  Subclonación del cDNA en los vectores de expresión pET 
Los fragmentos de cDNA correspondientes a las distintas proteínas, se amplificaron 
con la Advantage 2 Polymerase Mix utilizando como molde el cDNA clonado en el 
plásmido pCR2.1. En las secuencias de oligonucleótidos utilizados para esta 
amplificación se añadieron las secuencias de las dianas de las enzimas de restricción 
para la clonación en el vector de expresión. En el caso del vector pET11b se usaron las 
enzimas de restricción NdeI y EcoRI o BamHI y para el vector pET41b NdeI y XhoI. 
Así, tras la obtención del cDNA mediante purificación en geles de agarosa de bajo 
punto de fusión, estos fragmentos y el vector de expresión pET11b o pET41b se 
digirieron durante 4 h a 37ºC con las correspondientes enzimas de restricción. Todas las 
digestiones se realizaron simultáneamente excepto en el caso de la doble digestión 
NdeI/EcoRI en la que se utilizó en primer lugar NdeI y tras su inactivación a 65ºC 
durante 10 min, se utilizó EcoRI. Seguidamente se purificaron los fragmentos de cDNA 
así como el vector de expresión con Wizard PCR Preps DNA Purification System 
(Promega), dejándolos libres de restos de ácidos nucleicos de la digestión y enzimas de 
restricción. Vector y cDNA (20 fmoles de vector a unas proporciones 1:4 y 1:2 de 
inserto) se incubaron conjuntamente con la ligasa de T4 (Fermentas) durante 16 h a 4ºC 
y el producto resultante se utilizó para transformar las células DH5F´. 
7.6  Purificación a pequeña escala del DNA plasmídico 
Se realizó con GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). Los cultivos de 
células mantenidos durante toda la noche en 4 ml de LB conteniendo Amp (100 g/ml) 
o Kan (50 g/ml) se sedimentaron mediante centrifugación y resuspendieron en 200 l
de la solución de resuspensión. Se añadieron 200 l de solución de lisis y se incubó 
durante 5 min, agitando suavemente para que se clarificara la suspensión celular. Al 
lisado se le añadieron 350 l de solución de neutralización, se agitó por inversión 
repetidas veces la muestra y se centrifugó a 14000 g durante 10 min para separar 
proteínas y DNA cromosómico en el precipitado. El sobrenadante se aplicó en una 
columna de sílice en la cual queda adsorbido el DNA en presencia de concentraciones 
elevadas de sales, tras lo cual se lava con solución de lavado para eliminar 
contaminantes y posteriormente el plásmido se eluye con 50 l de agua. 
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7.7  Purificación de fragmentos de DNA 
Los fragmentos de DNA obtenidos tras las reacciones de PCR, digeridos con 
enzimas de restricción o separados por tamaño en geles de agarosa de bajo punto de 
fusión fueron purificados mediante Wizard PCR Preps DNA Purification System 
(Promega) para eliminar restos de DNA, enzimas y agarosa.  
La banda procedente del gel de agarosa de bajo punto de fusión se mezcló con 1 ml 
de resina y se calentó durante 5 min a 65ºC. En el caso de productos de PCR o DNA 
procedente de la digestión con enzimas de restricción, éstos se mezclaron con 100 l de 
tampón de purificación de PCR tras lo cual se añadió 1 ml de resina. En todos los casos 
la mezcla obtenida se hizo pasar por una columna con ayuda de una jeringa, lavándose a 
continuación con isopropanol al 80%. Seguidamente la columna se centrifugó a 10000 g 
durante 2 min para eliminar las trazas de isopropanol y finalmente, añadir 50 l de agua 
para proceder a la elución del DNA mediante centrifugación de la columna. 
8   Técnicas de manipulación de bacterias
8.1  Preparación de células E. coli químicamente competentes
Se creció un preinóculo de células DH5F´ que se encontraban congeladas a -80ºC 
en 5 ml de Broth a 37ºC con agitación hasta una DO600nm de 0.3 para inocular 100 ml 
del mismo medio, el cual se mantuvo en agitación y a 37ºC hasta una densidad óptica de 
0.48. A continuación se sedimentaron las células y se eliminó el sobrenadante. El 
sedimento obtenido se resuspendió en 30 ml de TFB1 previamente enfriado por cada 
100 ml de cultivo, dejándose las células en hielo durante 90 min. Pasado el tiempo de 
incubación se centrifugaron las células a 4ºC y el sedimento se resuspendió en 4 ml de 
TFB2. 
8.2  Transformación de células E. coli One Shot TOP10 
Se añadieron 2 l del producto de la ligación a un tubo con células One Shot TOP10 
previamente descongeladas y se incubó la mezcla en hielo durante 5 min. Seguidamente 
se llevó a cabo un choque térmico en un baño de agua a 42ºC sin agitación durante 30 
segundos, para inmediatamente enfriar los tubos en hielo. Se añadieron 250 l de medio 
rico de crecimiento SOC a temperatura ambiente y se permitió la recuperación de las 
células durante 1 h a 37ºC con agitación suave. Por último el volumen total en el que se 
encontraban las células se repartió en diferentes volúmenes que se sembraron en placas 
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de LB-Amp (50 g/ml) conteniendo 40 g/ml de X-gal en dimetilformamida añadido a 
la placa una hora antes. 
8.3  Transformación de células E. coli DH5αF´ y BL21(DE3) 
El plásmido recombinante obtenido tras la ligación se usó para transformar las 
células competentes DH5F´ que carecen de la RNA polimerasa de T7 y no expresan 
el gen de interés y se usaron para obtener una elevada cantidad del plásmido. El 
plásmido purificado a partir de estas células se usó para transformar las células 
BL21(DE3) en las cuales se llevó a cabo la expresión de proteína recombinante.  
Las células competentes congeladas a -80ºC se descongelaron en hielo durante 4 
min para seguidamente, adicionar todo el volumen de ligación en el caso de las 
DH5F´, o 10 ng del plásmido purificado en el caso de las BL21(DE3). Se incubaron en 
un baño de hielo durante 15 min tras lo cual se sometió a las células a un choque 
térmico a 42ºC en baño de agua sin agitación durante 30 segundos. Se volvió a enfriar la 
mezcla a 4ºC en hielo durante 2 min y se añadieron 0.8 ml de -Broth para la 
recuperación de las células, manteniéndolas a 37ºC en agitación suave durante 1 h. Se 
repartieron a continuación 50 l del volumen total en una placa de LB-Agar como 
control positivo y el volumen restante se repartió en dos placas de LB-Agar con 
antibiótico utilizando 1/3 y 2/3 del volumen respectivamente. Las colonias que 
crecieron en esta placa se sembraron en otra placa de LB-Agar con antibiótico para 
obtener una mayor masa celular. 
8.4  Selección de transformantes 
La selección de aquéllas colonias que habían sido transformadas con un plásmido 
que contenía el inserto deseado se realizó según las diferencias de tamaño observadas en 
geles de agarosa. Para ello, se prepararon tubos con 40 l de tampón de lisis, en los 
cuales se añadieron, tocando ligeramente con un palillo estéril, células de las diferentes 
colonias obtenidas. Se añadieron 3 l de HCl 3 N y 5 l de tampón de aplicación de 
geles de agarosa con azul de bromofenol. Se incubó la preparación a -80ºC durante 20 
min tras lo cual se centrifugó 15 min a 4ºC y 14000 g. Con cuidado de no resuspender el 
precipitado se aplicó el sobrenadante en un gel de agarosa al 0.7%. 
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 Preparación de extractos proteicos 9
9.1  Pólenes 
Pólenes de F. excelsior (fresno), Ligustrum vulgare (aligustre), O. europaea (olivo),
Syringa vulgaris (lila común), Betula verrucosa (abedul), Cupressus sempervirens
(ciprés), Ambrosia trifida (ambrosía), Artemisia vulgaris (artemisa), C. album
(chenopodio), Parietaria judaica (parietaria), S. kali (salsola), Cynodon dactylon
(grama común), Phleum pratense (hierba timotea), Dactilis glomerata (dáctilo), 
Eleagnus angustifolia (árbol del paraiso), Juniperus communis (enebro común), Pinus 
sylvestris (pino silvestre), Platanus acerifolia (plátano de sombra) y Lolium perenne 
(ballica) fueron suministrados por la compañía ALK-Abelló, BioPol o Allergon. Los 
extractos proteicos se prepararon mediante una homogeneización por agitación suave 
durante 1 h para liberar las proteínas del polen al medio externo (BA 50 mM 
conteniendo PMSF 1 mM). La suspensión del extracto se centrifugó a 10000 g durante 
20 min a 4ºC, se guardó el sobrenadante y el sedimento se volvió a reconstituir en el 
mismo medio para agitar durante otra hora. Este ciclo se repitió 3 veces, tras lo cual se 
juntaron los sobrenadantes obtenidos, se midió la concentración de proteína con el 
método de Lowry [125], se visualizó el extracto aplicando entre 20 y 50 g en un 
PAGE-SDS, se liofilizó y se conservó en alícuotas a -20ºC. 
9.2  Frutos secos y frutas 
Se utilizaron para su preparación alimentos vegetales como Sinapis alba (mostaza), 
Brassica napus (colza), Actinia deliciosa (kiwi), Arachis hypogea (cacahuete), 
Lycopersicum esculentum (tomate), Musa acuminata (plátano), Prunus persica
(melocotón), Brassica oleracea (coliflor), Capsicum annuum (pimiento), Cicer
arietinum (garbanzo), Corylus avellana (avellana), Cucumis melo (melón), Glycine max 
(soja), Juglans regia (nuez), Pinus pinea (piñón), Pyrus communis (pera), Pistacia vera
(pistacho), Prunus dulcis (almendra), Castanea sativa (castaña) y Solanum tuberosum 
(patata). 
La preparación de estos extractos se realizó partiendo de 5 g de material liofilizado 
que se pulverizó en nitrógeno líquido con ayuda de un mortero hasta obtener un polvo 
fino. Se resuspendió el resultado en 100 ml de BA 50 mM conteniendo 1 mM de PMSF 
tras lo cual se homogeneizó el material con potter en frío. Seguidamente se agitó 
mecánicamente durante 1 h a 4ºC para a continuación llevar a cabo una centrifugación a 
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9000 g, durante 20 min a 4ºC. El sobrenadante se guardó y el sedimento se volvió a 
resuspender en 50 ml de BA 50 mM conteniendo PMSF 1 mM tras lo cual se volvió a 
agitar y a centrifugar, conservándose finalmente el sobrenadante. Este proceso se repitió 
una vez más tras lo cual se juntaron los sobrenadantes y se liofilizaron. Adicionalmente, 
los extractos de frutos secos se resuspendieron en 100 ml de acetona en agitación suave 
durante 30 min tras lo cual se centrifugó a 9000 g durante 15 min a 4ºC. Se desechó el 
sobrenadante y el sedimento se dejó secar a temperatura ambiente y finalmente se 
resuspendió en BA 20 mM, se centrifugó a 7000 g  durante 20 min a 4ºC para proceder 
a la cuantificación de proteína total mediante el método de Lowry y visualización del 
extracto por PAGE-SDS. 
Para evitar la oxidación de los extractos de kiwi y pera se añadió ácido ascórbico 
(180 mg/ml) en el BA 50 mM, y se continuó con la extracción como se detalló 
previamente. 
 Producción de alérgenos recombinantes en E. coli 10
10.1  Expresión a pequeña escala. Detección de la proteína recombinante 
La inducción de la expresión de la proteína correspondiente al cDNA clonado en 
pET11b o pET41b se llevó a cabo mediante la adición de IPTG al medio. Se utilizaron 
cultivos de BL21(DE3) de 5 ml de LB con antibiótico como preinóculos para cultivos 
de 20 ml. Cuando estos alcanzaron una densidad óptica de 1 para las profilinas ó 0.6 
para el resto de proteínas, se indujo con IPTG a una concentración final de 0.4 mM para 
Sal k 4.02, Sal k 4.03 y Fra e 2; 0.6 mM para las PG y 1 mM para Sal k 1 
manteniéndose a distintas temperaturas y tiempos de inducción. 
 Los niveles de expresión de la proteína recombinante se analizaron en varias 
colonias para seleccionar cuál era la que tenía una mayor producción de la proteína y 
menor presencia de productos de degradación. Se tomaron alícuotas de 1 ml de cada 
uno de los cultivos en estudio a diferentes tiempos así como una alícuota del cultivo 
previamente a la adición de IPTG. Pasado el tiempo de inducción se sedimentaron las 
células de las diferentes alícuotas a 4ºC, 14000 g y 10 min. Se descartó el sobrenadante 
y el sedimento se resuspendió en 500 l de BA 20 mM y PMSF 1 mM. El contenido 
celular se solubiliza mediante 3 ciclos de congelación/descongelación en nitrógeno 
líquido y en un baño de bloque a 42ºC. Por último se sedimentaron a 14000 g, 4ºC y 10 
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min los restos insolubles de fragmentos celulares. Este sedimento se resuspendió en 500 
l del mismo tampón. 
10.2 Producción a gran escala de proteínas
Tras la selección de la colonia más eficiente en la síntesis de la proteína 
recombinante, se creció un preinóculo de 5 ml de LB con Amp 100 g/ml o Kan 50 g/
ml durante toda la noche para un cultivo de 500 ml del mismo medio. El crecimiento 
celular se mantuvo a 37ºC hasta una determinada densidad óptica, momento en el que se 
añadió IPTG, tras lo cual el cultivo se mantuvo a una temperatura controlada durante un 
determinado tiempo. En la tabla 5 se muestran las condiciones a las cuales se realizó la 
expresión de las distintas proteínas recombinantes. 
Tª (ºC) 
[IPTG] 
(mM) 
Tiempo 
(horas) 
DO600nm 
Volumen de 
cultivo (l) 
Profilinas 37 0.4 4 1.0 0.5 
PME 16 1.0 48 0.6 2 
PG 16 1.0 24 0.6 1 
Tabla 5: Condiciones del cultivo para la expresión de proteínas recombinantes.
Pasado el tiempo de inducción las células se sedimentaron en una centrífuga Sorvall 
utilizando tubos GS3 y un rotor F10 a 6000 g, 4ºC durante 20 min. Se descartó el 
sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 40 ml de BA 20 mM para las profilinas y 
20 ml de tampón de unión para PME y PG a los cuales se les había añadido previamente 
PMSF 1 mM. A continuación se realizaron 3 ciclos de congelación/descongelación y se 
sedimentó la muestra en una centrífuga Sorvall utilizando tubos SS-34 y un rotor F21 a 
12000 g, 4ºC durante 10 min. El sobrenadante de la expresión de profilinas se liofilizó y 
el de la PME se filtró a través de filtros de 0.2 m de tamaño de poro. En el caso de la 
PG el material de partida para la purificación de la proteína es el sedimento obtenido 
tras los ciclos de congelación/descongelación pues la proteína de interés se encontraba 
insoluble en cuerpos de inclusión. 
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 Aislamiento y purificación de proteínas 11
11.1 Profilinas recombinantes de S. kali, F. excelsior y C. album 
11.1.1 Cromatografías de penetrabilidad Sephadex G-50 medium y superfine 
Las resinas se montaron en columnas de vidrio llenando un volumen geométrico de 
322 ml para el Sephadex G-50 medium y de 132 ml para el Sephadex G-50 superfine. El 
volumen de exclusión calculado mediante la elución de azul de dextrano fue de 250 y 
33 ml respectivamente. Ambas columnas se equilibraron con BA 0.15 M y las muestras 
liofilizadas se reconstituyeron en el mismo tampón y se centrifugaron a 10000 g durante 
10 min previamente a su aplicación en la columna para eliminar material insoluble. El 
flujo se mantuvo a 4 ml/min recogiéndose fracciones de 4 ml para el Sephadex G-50 
medium y a 0.5 ml/min recogiéndose fracciones de 1.5 ml para para el Sephadex G-50 
superfine. El perfil cromatográfico se registró manualmente mediante medidas de 
absorbancia a 280 nm en un espectrofotómetro Beckman modelo DU-7. Para visualizar 
y analizar el grado de pureza de las muestras se aplicaron éstas en un PAGE-SDS al 
17%. 
11.1.2 Cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa (HPLC-RP) 
El último paso de purificación de las proteínas se llevó a cabo en un sistema de 
HPLC con una columna Ultrapore C-18 (5 m x 10 mm x 25 cm) de Beckman instalada 
en un equipo con dos bombas peristálticas Beckman modelo 110, un elemento 
organizador Beckman System Gold Analog Interface Module 406, un detector 
ultravioleta de longitud de onda variable de doble canal modelo 168 y un inyector Vent 
210 Altex externo. Todo el equipo se manipuló desde un ordenador personal. El flujo 
del sistema se estableció a 1.3 ml/min y las fracciones se recogieron en un colector 
Gilson TDC-80. 
Se aplicó la muestra en H2O/TFA 0.1% y para su elución se estableció un gradiente 
desde 0 a 80% de ACNo/TFA 0.1% a partir de dos disoluciones, una con H2O/TFA 
0.1% y otra con ACNo/TFA 0.1%. La elución se registró mediante medidas de 
absorbancia a 214 nm. 
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11.2 Obtención de la PME natural de S. kali
La purificación de nSal k 1 se realizó tal cual se describió previamente [99]. Se 
precipitó con sulfato amónico al 70% el extracto proteico de polen de S. kali obtenido a 
partir de 2 g de polen. Tras la centrifugación, el sedimento obtenido se resuspendió en 
BA 0.15 M y se dializó frente a ese mismo tampón. Se aplicó en una cromatografía de 
penetrabilidad Sephacryl S-100 equilibrada en BA 0.2 M, pH 8.0 el material soluble 
obtenido tras la diálisis y liofilización. Las fracciones que contenían la proteína se 
juntaron y liofilizaron para aplicar en una cromatografía de interacción hidrofóbica fenil 
sefarosa CL-4B y la elución se realizó con un gradiente discontinuo de Tris 50 mM pH 
7.4 conteniendo NaCl 2M, 0.5 M y sin NaCl consecutivamente. 
11.3 Obtención de la PME recombinante de S. kali 
La fracción soluble obtenida tras los ciclos de congelación/descongelación se 
purificó en un sistema AKTA Purifier FPLC (GE Healthcare) con una columna HisTrap 
FF crude (GE Healthcare). La columna se equilibró en 10 ml de tampón de unión. 
Durante toda la purificación se mantuvo un flujo constante de 1 ml/min. Los 20 ml de 
sobrenadante con la proteína recombinante se pasaron a través de la columna, 
recogiéndose todo el volumen no retenido. A continuación la proteína se eluyó con el 
tampón de elución en gradiente de 20 min, idéntico al de unión pero con 0.5 M de 
imidazol. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante PAGE-SDS al 15%. Todos 
los tampones se filtraron a través de un filtro con tamaño de poro de 0.2 m. 
11.4 Obtención de la PG recombinante de S. kali 
La acumulación de esta proteína en cuerpos de inclusión permitió la separación de la 
proteína de interés del resto de proteínas solubles de E. coli. A continuación se describe 
cómo una proteína inicialmente acumulada en cuerpos de inclusión intracelulares en E.
coli se solubiliza, se renaturaliza mediante una serie de tampones y se purifica gracias a 
la secuencia de histidinas que exhibe en su extremo carboxilo terminal. Este sistema de 
purificación se basa en el hecho de que la unión de las histidinas a un ion metálico 
divalente puede ocurrir en presencia de agentes caotrópicos como la urea o el cloruro de 
guanidinio. 
El sedimento proveniente de la producción a gran escala de la PG se resuspendió en 
20 ml de tampón de unión mediante agitación suave a temperatura ambiente durante una 
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hora. Posteriormente, se centrifugó este material a 10000 g durante 15 min a 4ºC y el 
sobrenadante se pasó por un filtro de tamaño de poro de 0.8 m.  
La columna HisTrap FF crude se lavó con 10 ml de agua MilliQ y se equilibró con 
10 ml de tampón de unión. A continuación el sobrenadante filtrado obtenido se pasó por 
esta columna a un flujo de 0.5 ml/min, tras lo cual se lavó la columna con 10 ml del 
mismo tampón. Seguidamente se cambió el tampón de la columna al tampón de lavado 
con 10 ml de éste. 
Para renaturalizar la proteína tras mantenerla en tampones que contenían agentes 
desnaturalizantes como urea o cloruro de guanidinio, se llevó a cabo un gradiente de 60 
min a un flujo de 1 ml/min desde el tampón de lavado al tampón de renaturalización, 
dejando finalmente un lavado de 10 ml en este último tampón. La elución de la proteína 
se realizó con un gradiente de 20 min desde este último tampón al de elución. 
Todos los tampones utilizados se pasaron a través de un filtro con tamaño de poro 
de 0.2 m excepto aquellos que contenían cloruro de guanidinio o urea, que debido a su 
densidad, se hicieron pasar a través de filtros de 0.8 m. 
 Caracterización molecular 12
12.1 Cálculo de la concentración de proteína 
A lo largo del proceso de purificación y caracterización de las proteínas 
recombinantes se realizaron medidas para calcular la concentración de proteína. Se 
usaron métodos distintos en función del tipo de muestra: 
12.1.1 Extractos proteicos 
 Se determinó la concentración de proteína mediante el método de Lowry [125]. Las
muestras y las preparaciones de BSA con concentraciones conocidas para la recta
patrón se prepararon en un volumen final de 500 l. A este volumen se le añadieron
2.5 ml de una disolución compuesta por NaOH 0.2 M a la cual se le añade un
volumen igual de Na2CO3 al 4% (p/v) y, preparándolo por separado, se le añade
CuSO4 1% (p/v) y tartrato sódico potásico 2% (p/v). Tras la adición de los 2.5 ml se
agitan los tubos y se incuba durante 10 min a temperatura ambiente, tras lo cual se
añaden 0.25 ml de reactivo de Folin, diluido a la mitad con H2O y se agitan los
tubos inmediatamente para incubar la mezcla a temperatura ambiente durante 30
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min. Finalmente se toman medidas de absorbancia a 750 y 500 nm. Las muestras y 
todos los puntos de la recta patrón se realizaron por duplicado. 
12.1.2 Proteínas purificadas 
 Determinación del espectro de absorción de una muestra de proteína realizando un
barrido de absorbancia a 600 nm/s en un rango de longitud de onda desde 240 a 350
nm en un espectrofotómetro Beckman modelo DU-7.
 Método colorimétrico del ácido bicincónico (Thermo Scientific). Este sistema
permite determinar la cantidad de proteína presente en la muestra gracias a que el
ión cobre del primer reactivo se une a las proteínas en medio alcalino dando lugar a
una coloración azul (reacción de Biuret). En esta primera reacción el cobre se reduce
para interaccionar después con el ácido bicincónico del segundo reactivo dando
lugar a un cambio en la intensidad de absorbancia a una longitud de onda de 592
nm. La concentración de proteína se cuantifica comparando las absorbancias
obtenidas con las de muestras con concentración conocida de BSA.
12.2 Espectrometría de masas y secuenciación de novo 
Para determinar la masa molecular de las muestras purificadas, éstas se liofilizaron y 
enviaron a la unidad de cromatografía de gases y proteómica del Centro de 
Investigaciones Biológicas (CIB), perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones 
Científicas (CSIC). El análisis se realizó en un espectrómetro de masas MALDI-TOF 
Bruker-Reflex IV (Bruker-Franzer Analityc GmbH).  
Para la secuenciación de novo, tras la 2DE, los geles se tiñeron con azul de 
Coomassie coloidal y se llevaron al centro de genómica y proteómica de la UCM. Las 
muestras se analizaron con un espectrómetro de masas 4800 Plus MALDI TOF/TOF 
Analyzer, con fuente de ionización tipo MALDI y dos analizadores tipo tiempo de 
vuelo en tándem y cámara de colisión (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas 
se introdujeron en la base de datos del NCBI para realizar una búsqueda mediante 
BLAST [83]. 
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12.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE-
SDS) 
12.3.1 Preparación de los geles y desarrollo electroforético 
Se llevó a cabo según el método descrito por Laemmli [126] en cubetas de 
electroforesis modelo Mini-Protean III (Bio-Rad). Los geles tenían un tamaño de 8 x 7.3 
cm y un espesor de 0.75 ó 1 mm.  
Las muestras se trataron con tampón de aplicación con o sin 2-ME y se calentaron 
en un baño de bloque durante 15 min a 90ºC. La cubeta con los geles polimerizados se 
rellenó con tampón de desarrollo y se cargaron las muestras. La fuente de alimentación 
se programó para una intensidad de corriente de 25 mA por gel. 
12.3.2 Tinción de geles de poliacrilamida con azul de Coomassie 
Tras la electroforesis se extrajeron los geles de sus soportes y se sumergieron en la 
solución de teñido durante 5-10 min. El desteñido de las zonas del gel sin proteína se 
llevó a cabo con un lavado rápido en agua MilliQ tras lo cual se sumergieron los geles 
durante 2 h en ácido acético glacial al 7.5% y metanol al 20%. Por último se 
conservaron en ácido acético glacial al 7.5%. 
12.4 Electroforesis bidimensional (2DE) 
El extracto proteico de polen liofilizado (100 g) se reconstituyó en 120 l de 
tampón de rehidratación y se añadieron 1.75 l de TBP 200 mM. Se depositó la muestra 
en el recipiente suministrado por Bio-Rad, sobre el cual se colocó la tira de IPG (Bio-
Rad) durante 45-60 min. Se situó el papel conductor entre el gel y los electrodos y se 
añadieron 1.5 ml de aceite mineral para evitar la deshidratación de la muestra. El 
desarrollo de la electroforesis se llevó a cabo en un PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad), tras 
lo cual se incubó la tira en agitación suave durante 10 min con 1 ml de tampón de 
equilibrado I y II (Bio-Rad) sucesivamente. Se lavó la tira con tampón de desarrollo y se 
colocó en un soporte Mini-Protean III (Bio-Rad) para el desarrollo de la electroforesis 
en función de la masa molecular como se describió previamente pero usando geles sin 
concentrante. 
12.4.1 Tinción de geles de poliacrilamida con nitrato de plata 
Se fijó el gel de poliacrilamida durante 1 h en una solución de ácido acético 12%, 
metanol 50% y 0.5 ml/L de formaldehido al 37% previamente a la aplicación de la 
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solución. Se lavó 3 veces durante 20 min en etanol 50% y se realizó un pretratamiento 
de 1 minuto con tiosulfato sódico 0.2 g/L recién preparado. A continuación se lavó en 
agitación con agua MilliQ 3 veces, durante 20 segundos cada vez, para seguidamente 
incubar durante 20 min el gel con nitrato de plata 0.2% (p/v) conteniendo 0. 75 ml/L de 
formaldehido 37%. A continuación se lavó con 2 volúmenes de agua MilliQ durante 20 
segundos agitando enérgicamente, tras lo cual se añadió carbonato sódico 6%, 0.5 ml/L 
de formaldehido y 2% de la solución de tiosulfato sódico preparada previamente y se 
mantuvo durante un máximo de 10 min. Cuando se comienza a observar el revelado, se 
lava rápidamente con 2 volúmenes de agua MilliQ y se añade metanol 50% y ácido 
acético 12%, manteniendo en agitación el gel durante 10 min. Por último, se fija la 
reacción con metanol 50% durante 20 min. 
12.4.2 Tinción de geles de poliacrilamida con azul de Coomassie coloidal 
Aquellos geles de poliacrilamida que se prepararon para analizar las proteínas 
separadas mediante MS se dejaron en metanol 50% y ácido fosfórico 2% durante 3 h. A 
continuación se lavaron 3 veces con agua MilliQ durante 10 min y se incubaron en 
metanol 33%, sulfato amónico 17% (p/v) y ácido fosfórico 3% durante 1 h. Tras este 
tiempo se añadió una disolución idéntica a la última pero a la que se le había adicionado 
0.06% (p/v) de azul de Coomassie coloidal dejándolo en agitación durante toda la 
noche. La visualización de las proteínas tras la tinción se facilitó con lavados de agua 
MilliQ.  
 Caracterización espectroscópica 13
13.1 Espectros de absorción 
Los espectros de absorción ultravioleta se realizaron durante todo el proceso de 
purificación en un espectrofotómetro Beckman modelo DU-7 en cubetas de 1 y 0.1 cm 
de paso óptico. 
13.1.1 Cálculo del coeficiente de extinción molar 
Se calculó teóricamente según el sistema propuesto por Wetlaufer [127]: 
280 = nºTyr · Tyr + nº Trp · Trp + nºCys-Cys · Cys-Cys ;
siendo Tyr =1340 M-1cm-1,   Trp = 5540 M-1cm-1 y Cys-Cys = 150 M-1cm-1.
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La secuencia de aminoácidos para el cálculo teórico del coeficiente de extinción 
molar se obtuvo de la secuenciación del cDNA. La secuencia obtenida se introdujo en el 
programa ProtParam [128] de la web ExPaSy (http://www.expasy.org/). 
13.2 Espectros de dicroísmo circular 
Se realizaron en un dicrógrafo Jasco J-715 con una lámpara de xenón de 150 W. Se 
usó una cubeta circular con un paso óptico de 0.1 cm. La concentración de proteína 
usada fue de 200 g/ml en tampón fosfato sódico 50 mM, pH 7.5 y tras las medidas de 
dicroísmo circular se determinó la concentración de proteína con el método del BCA. El 
barrido de longitud de onda se realizó a una velocidad de 50 nm/min entre 250 y 320 
nm. 
La elipticidad a cada longitud de onda se expresó como la elipticidad molar por 
residuo de aminoácido en grados·cm2/dmol y se corrigió con la elipticidad molar
obtenida para una disolución de tampón. 
Los porcentajes correspondientes al aporte de cada una de las estructuras 
secundarias a los espectros de dicroísmo circular, se obtuvieron mediante la 
deconvolución de los espectros con el programa CDNN CD (Applied Photophysics), 
utilizando una matriz con 33 proteínas con contenidos en estructura secundaria 
conocidos. 
 Análisis estadístico 14
Para el análisis de los valores de los datos obtenidos en ELISA se usó el programa 
JMP 10, obteniendo la media, desviación estándar y p valor de éstos. Se realizó un 
estudio estadístico t de Student para determinar si había diferencias estadísticas entre la 
capacidad de unir IgE de pacientes alérgicos de las distintas proteínas. Los p valores 
menores de 0.05 se consideraron estadísticamente significativos.  
 Homología de secuencia, alineamiento y modelado 3D 15
La búsqueda de secuencias similares, el alineamiento y el modelado a partir de una 
estructura tridimensional conocida se llevó a cabo mediante un sistema informático 
disponible en la página web http://www.expasy.org/, correspondiente al servidor de 
proteómica ExPASy (Expert Protein Analysis System) del SIB (Swiss Institute of 
Bioinformatics) [129]. Los modelos obtenidos se representaron con VMD [130] y el 
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alineamiento de las secuencias se realizó usando el programa informático de libre 
acceso GeneDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). 
 Caracterización inmunológica 16
16.1 ELISA indirecto 
Para la realización de estos experimentos se usaron placas de 96 pocillos de 
poliestireno de alta afinidad (Costar). Cada medida se realizó por duplicado y el 
tapizado con el antígeno se llevó a cabo a 4ºC durante 16 h. Cada pocillo contenía 1 
ng/l de proteína pura o 200 ng/l de extracto proteico en 100 l de PBS. Tras el 
tapizado, se lavó la placa 4 veces con 200 l de solución de lavado por pocillo y se 
añadieron 200 l de solución de bloqueo durante 1 h. Los anticuerpos se prepararon en 
solución de bloqueo y cada vez que se realizó un cambio de solución en la placa se lavó 
4 veces con 200 l de solución de lavado por pocillo. Las incubaciones con la solución 
de bloqueo y los distintos anticuerpos se llevaron a cabo a 37ºC. 
16.1.1 Titulación de antisueros y anticuerpos 
El antisuero policlonal o monoclonal a titular se diluyó partiendo de 1:100 en 
diluciones seriadas y se aplicó en cada pocillo 100 l de cada una de estas diluciones y 
se incubó durante 1 h. A continuación, a cada pocillo se añadieron 100 l de GAR-HRP 
(1:3000) o GAM-HRP (1:2500), incubándose durante 1 h y se reveló la placa. Cada vez 
que se cambiaron las disoluciones de la placa se añadían 4 veces 200 l de solución de 
lavado por pocillo. Todas las incubaciones se realizaron en estufa a 37ºC. 
16.1.2 Ensayos de inhibición 
Se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente y en agitación suave el anticuerpo 
o los sueros a una dilución constante establecida, frente a diluciones 1:10 del inhibidor
(partiendo de 5 g en el caso de proteína pura o 100 g en el caso de extractos 
proteicos) en un volumen final de 220 l de solución de bloqueo. Tras el bloqueo de la 
placa se añadieron 100 l por pocillo de cada una de las incubaciones de inhibidor-
anticuerpo durante 1 h en el caso de anticuerpos monoclonales y policlonales y 2 h en el 
caso de sueros. Finalmente, se añadieron 100 l de GAR-HRP (1:3000) para antisueros 
policlonales o GAM-HRP (1:2500) para anticuerpos monoclonales y se procedió a 
revelar la placa. En el caso de los sueros, tras lavar la placa se incubó durante 1 h con 
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100 l de anti-IgE humana (1:5000) por pocillo y finalmente con GAM-HRP (1:2500) 
para posteriormente proceder al revelado de la placa. Las incubaciones se llevaron a 
cabo a 37ºC y cada vez que se cambiaban las disoluciones en la placa se realizaban 4 
lavados con 200 l por pocillo con solución de lavado. 
16.1.3 Revelado 
Se llevó a cabo mediante la adición de 100 l por pocillo de una solución de OPD 
0.63 mg/ml en citrato sódico 0.1 M, pH 5.0 conteniendo metanol 4%, a la cual 
previamente a su adición en la placa se le habían añadido 1.6 l/ml de H2O2 30%. La 
reacción transcurrió durante un período de 10 a 30 min, tras los cuales se detuvo con 
100 l por pocillo de ácido sulfúrico 3 N. 
16.2 Inmunodetección de proteínas transferidas a membrana 
16.2.1 Inmunodetección 
Los geles cuyas proteínas se iban a transferir para una posterior inmunodetección no 
se tiñeron. La transferencia de proteínas a membranas de nitocelulosa (Amersham) se 
llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito previamente [131]. Los papeles Whatman, 
el gel de poliacrilamida y la membrana se incubaron con el tampón de transferencia 
durante 5-10 min en agitación suave. A continuación se retiró el exceso de tampón y se 
colocaron (de abajo a arriba) 3 papeles Whatman, la membrana de nitrocelulosa, el gel 
de poliacrilamida y 3 papeles Whatman, eliminando las burbujas que pudieran quedar 
entre el gel y la membrana. El desarrollo de la electroforesis se realizó en un Transfer-
Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad), a una intensidad de corriente constante de 1 
mA/cm2 de gel durante 1 h.
Las membranas con las proteínas transferidas se incubaron con solución de bloqueo 
durante 1 h. Seguidamente se incubó 1 ó 2 h respectivamente con antisuero policlonal, 
anticuerpo monoclonal o sueros humanos atópicos o no atópicos, tras lo cual se lavó la 
membrana 3 veces durante 10 min y agitación suave, con solución de lavado. A 
continuación se incubó la membrana durante 1 h con anti-IgE humana (1:5000), en el 
caso de los sueros, con GAR-HRP (1:3000) en el caso de antisueros policlonales o con 
GAM-HRP (1:2500) en el caso de anticuerpos monoclonales. Se lavó la membrana con 
3 volúmenes de solución de lavado durante 10 min tras lo cual, en el caso de antisueros 
policlonales y anticuerpos monoclonales, se procedió al revelado mientras que para el 
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suero de pacientes atópicos se incubó con GAM-HRP (1:2500) durante 1 h. Finalmente 
se realizaron 3 lavados de 10 min y se procedió a revelar en un LAS-3000 mini 
(Fujifilm) tras adición de los reactivos ECL (Amersham) para la detección. 
16.2.2 Ensayos de inhibición 
La inhibición se llevó a cabo incubando sueros de pacientes alérgicos 
individualmente o una mezcla de ellos, un anticuerpo monoclonal o un antisuero 
policlonal con los distintos inhibidores (1 y 5 g) durante 2 h. Posteriormente, una vez 
bloqueada la membrana, se añadieron las soluciones de inhibidor-anticuerpo dejándolo 
en agitación durante 2 h en el caso de sueros y 1 h en el caso de anticuerpos 
monoclonales y policlonales. El ensayo se continuó siguiendo el protocolo como se 
explicó previamente para ensayos de inmunodetección. 
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Bloque I. Caracterización e identificación de alérgenos relevantes del polen 
de Salsola kali 
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Chenopodiaceae pollens such as those from Salsola kali and Chenopodium
album are important causes of allergy in Mediterranean areas because
of the progress of desertification in European countries. Among the vari-
ous allergenic protein families, profilins constitute a group of pan-aller-
gens that are involved in polysensitization and pollen-food allergy
syndrome. Two-dimensional electrophoresis analysis of S. kali profilin
highlighted a polymorphic pattern, with several isoforms that have differ-
ent molecular features (isoelectric point and molecular mass) and immu-
nological features. Two isoforms have been cloned and sequenced.
Sal k 4.02 and Sal k 4.03 displayed non-conservative amino acid changes
in critical positions of the IgE epitopes. Both isoforms were produced in
Escherichia coli and structurally and spectroscopically characterized.
Changes in the electrophoretic mobility and in their IgG and IgE immu-
nological behavior were observed in comparison with Che a 2, their
counterpart from C. album. The IgE-binding ability of Sal k 4.03 is simi-
lar to that of Che a 2, whereas Sal k 4.02 showed a 35% reduction in
IgE binding in 86% of patients, suggesting a hypoallergenic character.
Three-dimensional modeling allowed us to propose which amino acid res-
idues are involved in those immunological changes based on epitope
mapping studies previously performed in other profilins. These profilin
isoforms constitute suitable candidates for specific immunotherapy with
recombinant allergens.
Introduction
Type I allergy is a generalized health problem in
industrialized countries, affecting ~ 20–25% of the
general population [1,2]. Among the most frequent
allergies, those induced by pollens, commonly
named pollinosis, are one of the most widespread
[3]. In this immunological disorder, whose prevalence
has significantly increased in the last years, over-
production of IgE antibodies is the starting point
triggering symptoms such as rhinitis, conjunctivitis
or asthma [4].
Russian thistle (Salsola kali) belongs to the Cheno-
podiaceae family and constitutes a source of allergenic
pollen. The ubiquitous distribution of this plant in
temperate areas such as middle eastern countries, the
USA and southern Europe means that this weed has
become an important allergy-inducing agent in recent
years [5,6]. Moreover, the desertification process
observed in some regions, its use in greening programs
and the pollution derived from oil industries have
increased the presence of S. kali in certain areas. This
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weed produces large amounts of easily propagated
anemophilous pollen that is responsible for a high
incidence of allergy.
Specific allergenic markers, such as Sal k 1, a pectin
methyl esterase considered to be the major allergen of
S. kali pollen [7], and polysensitization markers such as
profilins from various Chenopodiaceae species have
been identified in the allergen profile of pollen of these
species [8]. Profilins are small proteins (12–15 kDa) that
are found in all eukaryotic cells. They stimulate ADP/
ATP turnover in actin filament assembly, and are
implicated in cellular signaling pathways through
phosphatidylinositol phosphates [9]. Plant profilins
have been shown to be allergens in pollen from
Chenopodium album, Betula verrucosa, Phleum pratense,
Phoenix canariensis, etc. [10–13], foods such as Cucum-
is melo, Citrullus lanatus, Arachis hypogae, etc. [14–16]
or in latex from Hevea brasiliensis [17]. Profilins are
proteins with high conserved amino acid sequences, with
usually more than 75% identity between species, and
they are pan-allergens due to marked IgE cross-reactiv-
ity among species [18,19]. Profilins are mainly involved
in airway, latex or food sensitization cross-reactivities.
Although previous studies have shown that various
profilins from plant sources bind IgE from profilin-sensi-
tized patients with similar affinity [20], the presence of
particular isoforms with low IgE-binding capability in
the natural sources cannot be discounted. These may be
useful tools to identify the critical amino acids involved
in IgE binding and to establish specific allergen epitope
therapies.
Due to the low amounts of profilin in S. kali pollen,
its recombinant production at high yields is essential
for clinical and biochemical purposes. The availability
of such recombinant proteins allows use of standard-
ized diagnostic protocols in arrays of hundreds of pro-
teins, and certain techniques may be applied to modify
their allergenicity to obtain hypoallergenic variants [21
–23]. In addition to classical treatments for allergy
such as antihistamines or immunosuppressive drugs,
immunomodulatory therapy may be performed using
such modified allergens [22,24].
In the study presented here, we have cloned,
sequenced and produced two profilin isoforms from
S. kali (Sal k 4.02 and Sal k 4.03) in Escherichia coli
in order to study their immunological and antigenic
properties. The isoforms exhibited different IgE-bind-
ing capacity, and identified the amino acid changes
responsible for these differences. According to the
immunological data obtained, the natural pollen
profilin Sal k 4.02 has reduced IgE-binding ability,
suggesting its potential utilization in desensitization
protocols.
Results
Identification of the profilin allergen in S. kali
pollen extract by 2D electrophoresis
The protein content of S. kali pollen extract was ana-
lyzed by 2D electrophoresis after silver staining
(Fig. 1A). Profilin was detected using an anti-profilin
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Fig. 1. Identification of profilin by 2D-PAGE analysis of Salsola kali
pollen extract. (A) Silver staining of the pollen extract. (B) Immuno-
staining of S. kali protein extract after transfer to nitrocellulose
membranes using a polyclonal antiserum specific to profilin (upper
panel), or a pool of five sera from sensitized patients to Chenopodiaceae
pollen (lower panel). Molecular massmarkers are indicated.
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S. Mas et al. Salsola kali pollen profilin with reduced IgE binding
polyclonal antiserum (Fig. 1B). This protein appears
as a group of defined IgG-binding spots between 14.1
and 15.9 kDa and with pI values of 4.4, 4.5 and 4.7.
The allergenic character of the protein was confirmed
using a pool of sera from patients sensitized to profilin
(Fig. 1C). The relative abundance of the isoforms and
the IgG-binding profile were very similar (Fig. 1A,B).
However, a different IgE-binding pattern was
observed, as the two less intense spots of high
molecular weight that display lower IgG recognition
were better recognized by the IgE of S. kali-sensitized
patients.
Cloning, recombinant production and purification
of the S. kali profilin isoforms
cDNA was synthesized from S. kali pollen total RNA
and used directly in two successive rounds of PCR to
clone S. kali profilin. The first round of PCR was per-
formed using a specific primer based on the N-termi-
nus amino acid sequence MSWQA/TYV obtained by
Edman degradation of the natural protein. After
sequencing the first-round PCR product, we obtained
the whole cDNA sequence using specific primers based
on the N- and C-terminal ends of S. kali profilin. We
obtained two isoforms, Sal k 4.02 and Sal k 4.03
(Fig. 2A). Sal k 4.02 showed 26 amino acid changes
compared with Sal k 4.03, and 33 amino acid differ-
ences compared with Che a 2 (the profilin from
C. album), 17 of which were non-conservative changes.
Eight of the non-conservative changes for Sal k 4.02
(A5, S39, N40, F68, E72, A83, C95 and T100) and
Sal k 4.03 (A5, A39, N40, H68, T72, Q83, C95 and
G100) were located in the IgE epitopes previously
described for the homologous plant profilin Cuc m 2
[25]. We also observed that Sal k 4.03 contains two
B
A
E3 E4
E1 E1 E2 E2
* * * 604020
* 80 * * 120100 *
rChe a 2rSal  k 4.02 rSal  k 4.03
C13
C117 C95
A83
K73
F68
C13
C95
C13
C115 T93
Q83 D81
E72
K73
H68
T72
K71
H66
T70
180 º 180 º
C117
Sal k 4.02
Sal k 4.03
MSWQAYVDEHLMCNIEDTGNHLTSSAIVGVDGSIWAQSSNFPQVKPQEIEAINKEFDGPNTLAPT 65
........D....E..G.N....AA..L.....V....A....F..D..S.VV....EAG..... 65
Che a 2 ....T...D....D..G--...S.A..L.H..TV....PS...L..E.VS..M.D.NE.GS.... 63
Sal k 4.02  GLFLGGEKYMVIQGEPGAVIRGKKGPGGVCIKKTTQALIFGIYDEPVAPGQCNMVVERLGDYLIEQGL 133
Sal k 4.03  ..H...T........A.Q..........I.V...G............T......I............. 133
Che a 2 ..H...T..........D...........T....N....I...G..MT...............V...M 131
Fig. 2. Amino acid sequence alignment and 3D structure modeling of Salsola kali and Chenopodium album profilins. (A) Amino acid
alignment of Sal k 4.02, Sal k 4.03 and Che a 2. The four epitopes (E1–E4) identified in Cuc m 2 profilin [25] are boxed, and the amino acid
differences are highlighted in blue. Arrows indicate non-conserved amino acid changes inside the epitopes; dots indicates the same amino
acid as rSal k 4.02; hyphens indicate gaps. (B) 3D modeling of Sal k 4.02, Sal k 4.03 and Che a 2. The E1 epitope is shown in pale blue, the
non-conservative amino acid changes are indicated in red, and the conserved K73/71 amino acids are indicated in yellow. Cysteine residues
located outside the E1 epitope are shown in green.
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non-conservative changes inside the epitope E1 with
respect to Che a 2 (H68 and T72). Furthermore,
profilin isoforms from S. kali possess a third cysteine
residue at position 95 compared to Che a 2, which
contains threonine at this position (Fig. 2B).
We expressed both isoforms in E. coli to determine
whether the eight non-conservative changes in Sal k 4.02
at the E1, E2, E3 and E4 epitopes were responsible for
decreased IgE-binding capacity. The highest level
of recombinant proteins was observed after 4 h of
induction with 0.4 mM isopropyl thio-b-D-galactoside
(Fig. 3A). Recombinant proteins were observed in the
soluble fraction after cell disruption, and were detected
using a specific polyclonal antiserum against profilin
(Fig. 3B). Supernatant containing profilin was lyophi-
lized, and subjected to size-exclusion chromatography
followed by reversed-phase HPLC (Fig. 3C).
Molecular characterization of rSal k 4 isoforms
Molecular characterization of rSal k 4.02 and
rSal k 4.03 was performed in comparison with rChe a 2.
Molecular mass was determined by mass spectrometry.
The experimental values for the MS of rSal k 4.02 and
rChe a 2 are 138.4 and 123.7 Da lower, respectively,
than the theoretically estimated masses derived from the
cDNA sequences of the clones (14 340.3 and
14 099.1 Da, respectively) (Fig. 4A), suggesting that
these two proteins have lost their initial methionine by
translational processing. However, bacterial processing
of the N-terminus of rSal k 4.03 had not taken place as
the theoretical mass was 14 268.2 Da and a value of
14 213.7 Da was obtained experimentally by MS
(Fig. 4A). The amino acid compositions obtained by
acid hydrolysis of the three recombinant proteins agree
with those derived from the DNA sequences.
Secondary structure analyses were performed by far-
UV CD. Similar spectra and percentages of secondary
structure elements were obtained for rSal k 4.02,
rSal k 4.03 and rChe a 2 (Fig. 4B) as deduced by de-
convolution of the spectra (Fig. 4C), and corresponded
to the parameters obtained for the 3D structure of the
profilin from Arabidopsis thaliana [26]. These data
indicate that the recombinant proteins rSal k 4.02 and
rSal k 4.03 are properly folded.
The electrophoretic mobility of the three profilins
was assayed in the presence or absence of 2-mercapto-
ethanol (Fig. 4D). The mobility of rChe a 2, unlike
that of rSal k 4.02 and rSal k 4.03, was significantly
affected under reducing conditions. This effect was
probably due to the potential formation of a disulfide
bond in S. kali profilins between cysteines 95 and 117
instead of the disulfide bond observed in Che a 2
between cysteines 13 and 117. Disruption of this disul-
fide bond in S. kali profilins after reduction does not
induce a significant conformational change, and there-
fore the electrophoretic mobility is not affected.
Immunological characterization: rSal k 4.02
possess low IgE-binding ability
An ELISA was used to evaluate the IgE-binding ability
of rSal k 4.02 and rSal k 4.03, and to establish the
prevalence of these allergens in a population of 165
patients with Chenopodiaceae pollinosis. The preva-
lence of rChe a 2 and rSal k 4.03 was 29%, and that
of rSal k 4.02 was 24%. Moreover, 86% of the sera
that showed positive IgE-binding values for the three
profilins showed higher reactivity against rSal k 4.03
and rChe a 2 than to rSal k 4.02 (Fig. 5A). The same
sera showed significant differences in IgE-binding
Fig. 3. Recombinant production of Salsola kali profilins. (A) SDS/
PAGE analysis of the time course of rSal k 4.02 expression. S,
soluble fraction; P, pellet. The same expression profile was obtained
for rSal k 4.02 and rSal k 4.03. (B) Time-course expression of
rSal k 4 in the soluble fraction was also analyzed by immunostaining
with profilin-specific polyclonal antiserum after SDS/PAGE. (C)
Reversed-phase HPLC purification profile of the recombinant profilins
and SDS/PAGE analysis of the fractions collected (inset). Molecular
mass markers are indicated.
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D
Fig. 4. Molecular characterization of rSal k 4.02 and rSal k 4.03 in
comparison with rChe a 2. (A) MS analysis of purified recombinant
proteins. m/z, mass/charge ratio. (B) CD spectra in the far-UV
range (195–250 nm). [h]MRW, mean residue weight ellipticity. (C)
Deconvolution values determined from CD spectra of each protein.
(D) Analysis of the mobility of rChe a 2, rSal k 4.02 and rSal k 4.03
proteins in the absence () or presence (+) of 2-mercaptoethanol
by SDS/PAGE and Coomassie Blue staining. Molecular mass
markers are indicated.
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capacity when comparing rSal k 4.02 with rSal k 4.03
and rSal k 4.02 with rChe a 2, the median reduction of
rSal k 4.02 IgE-binding capacity being ~ 35%
(P < 0.05), but not when comparing rSal k 4.03 with
rChe a 2 (P = 0.72) (Fig. 5B).
We tested five randomly collected sera by immuno-
blotting against rChe a 2, rSal k 4.02 and rSal k 4.03
under reducing conditions (Fig. 5C). Similar differ-
ences in the IgE recognition pattern were observed for
both ELISA and immunoblotting. These data suggest
that rSal k 4.02 is not able to bind IgE antibodies as
well as rSal k 4.03 and rChe a 2.
Profilin-specific polyclonal antiserum allowed us to
evaluate the antigenic character of these allergens in
comparison with rChe a 2. In contrast to the decreased
IgE-binding observed for rSal k 4.02, inhibition assays
performed with anti-profilin polyclonal antiserum
against the three allergens showed a similar IgG-binding
behavior (Fig. 6A). An inhibition assay performed with
a pool of eight human sera showed a sharp decrease in
the inhibition capacity of rSal k 4.02 compared with
rSal k 4.03 and rChe a 2 (Fig. 6B). The IgE-binding
inhibition of rSal k 4.03 by rSal k 4.02 required 35
times as much inhibitor to reach the IC50 inhibition.
Moreover, to achieve the same inhibition to rChe a 2,
nine- and 100-fold increases in the inhibitors rSal k 4.03
and rSal k 4.02 over Che a 2 were required, respec-
tively. rChe a 2 and rSal k 4.03 were able to totally
inhibit IgE binding to rSal k 4.02. However, inhibition
reached similar values with all profilins used as inhibi-
tors when their concentration was ten times higher than
the antigen in the wells and IgE binding was saturated
with the inhibitors.
Thus these results indicate that rSal k 4.02 is a natu-
ral hypoallergenic profilin isoform in comparison to
rSal k 4.03 and rChe a 2, whose IgE-binding behavior
was almost equivalent.
Discussion
The production of hypoallergenic derivatives from
modified cDNA encoding allergens is an important
strategy that is currently used to obtain new molecules
with improved qualities for use as diagnostic and/or
therapeutic tools in clinical trials. Successful allergen-
specific immunotherapy is associated with an increase
in blocking IgG antibodies [27]. Many approaches
have been used to obtain allergenic variants with
decreased IgE-binding capacity that are able to induce
an IgG-associated response. Several strategies involve
disrupting the 3D structure and thus the conforma-
tional B-cell epitopes but maintaining the T-cell epi-
topes, such as deletion variants [28], fragments and
allergen-tandem derivatives [29–32], mutants and
hybrid molecules [22]. Others are based on producing
allergens in which the IgE-binding residues have been
changed while preserving the correct folding of the
molecule [33–35]. Such strategies have had various lev-
els of success, but in all cases artificial molecules such
as chimeras or non-natural isoforms have been used.
The potential advantages of natural hypoallergenic
molecules over genetically modified ones are that they
are more likely to achieve a 3D fold identical to that
of the sensitizing allergen. Thus, the availability of
recombinant isoforms of an allergen with equivalent
antigenic but lower allergenic properties may enable
identification of the features that make an allergen a
molecule able to stimulate the immune system, in addi-
tion to its clinical potential.
The widespread distribution of S. kali in arid regions
and countries suffering from desertification means that
this weed is an important source of allergenic pollen.
Recently, an increase in sensitization to this plant has
been observed in several regions of Spain, with Sal k 1
being the only major allergen identified and a marker
for primary sensitization to this pollen [7].
The growing number of patients who are polysensi-
tized to various pollens has emphasized the importance
of pan-allergens. Many reports have focused on these
ubiquitous allergens because they are responsible for a
high number of polysensitization diagnoses, even
though these individuals may be sensitized to a single
allergen family [18,19,36]. Profilins are proteins that
have been identified in all analyzed eukaryotic cells
and show a highly conserved amino acid sequence,
explaining their frequent involvement in IgE polysensi-
tization. Indeed, profilins have been implicated in
cross-reactivity between pollens and fruits and in the
latex fruit syndrome [18,19,37–39]. The amount of the
natural protein in many biological sources such as
Chenopodiaceae pollen is quite low. As previously
described, 30 lg of pure profilin may be obtained per
gram of dried Chenopod pollen [10]. In addition, this
low amount of protein is often present in several iso-
forms with different allergenic features. To solve this
yield problem, heterologous expression systems may be
used to obtain reasonable amounts of recombinant
protein. High-scale production may improve structural
and immunological characterization, but limits study
to few or just one isoform of the allergen instead of
the multiple isoforms that frequently occur in the nat-
ural source. The availability of recombinant allergens
in diagnosis and treatment of allergic disease encour-
ages the production of modified genetically engineered
allergens.
The allergens Sal k 4.02 and Sal k 4.03 described
here were produced in E. coli and isolated using sev-
eral chromatographic steps. Purity of the final prod-
ucts was achieved by MS, reversed-phase HPLC and
SDS/PAGE. The molecular characterization and anal-
ysis of their amino acid sequences showed typical
properties of profilins, such as an acidic isoelectric
point close to 4.5, a molecular mass of ~ 14 kDa, and
A B
C
Fig. 5. Analysis of the IgE binding to rSal k 4.02, rSal k 4.03 and rChe a 2. (A) Specific IgE levels for each allergen in absorbance units for
25 representative individual sera in ELISA. (B) Median value and standard deviation of all sera tested in the assay. P values for all
comparisons were calculated. (C) Analysis of IgE binding to nitrocellulose-blotted samples after SDS/PAGE using sera from five allergic
patients and a non-atopic control (lane N). Molecular mass markers are indicated.
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a secondary structure content similar to other mem-
bers of the family. The recombinant profilins obtained
from S. kali pollen showed a notable degree of amino
acid sequence identity with other identified profilins.
To compare the immunological features of S. kali
profilin isoforms, rChe a 2 profilin from the botani-
cally related plant C. album was used as reference [8],
as rChe a 2 had been previously validated against the
natural allergen isolated from C. album pollen [10].
After immunological characterization, we determined
that the various isoforms of Sal k 4 show various IgE-
binding capabilities, and suggests a hypoallergenic nat-
ure for rSal k 4.02 in comparison to rSal k 4.03 and
rChe a 2 because it binds significantly lower levels of
IgE. Although the possibility cannot be discarded that
this response is due to a lower IgE cross-reactivity
of Sal k 4.02 to other primary sensitizing profilins in
other pollens of the environment, it should be taken
into account that S. kali pollen is a main source of
sensitization for the Zaragoza patient population [40],
A
B
Fig. 6. ELISA inhibition test with rSal k 4.02, rSal k 4.03 and rChe a 2. (A) Polyclonal antibody-binding inhibition to rSal k 4.02, rSal k 4.03
and rChe a 2-coated wells using the same allergens as inhibitors. (B) ELISA inhibition assay of a pool of sera from eight random sensitized
patients to rSal k 4.02, rSal k 4.03 and rChe a 2-coated wells, using the same allergens as inhibitors.
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and thus S. kali profilin is a primary sensitization
source. In the province of Jae´n, S. kali co-exists with
olive tree cultivars, the main agriculture crop, and is
an important source of allergenic pollen.
The assayed profilins from S. kali and C. album show
a high amino acid sequence identity (73% between
rSal k 4.02 and rChe a 2, 75% between rSal k 4.03 and
rChe a 2 and 80% between rSal k 4.02 and rSal k 4.03)
and similarity (87%, 90% and 87%, respectively). Inter-
estingly, the previously reported profilin from S. kali,
Sal k 4.01 [41] shows higher identity and similarity to
rChe a 2 (78% and 91%, respectively) than rSal k 4.02
or rSal k 4.03 do, probably as a consequence of using
degenerate primers derived from comparisons with
other plant profilins, and highlighting the polymorphic
character of S. kali profilin. These data support the dif-
ferent allergenic character of rSal k 4.02, with the
immunological behavior of rSal k 4.01 being more simi-
lar to rChe a 2 [41].
The three profilins studied here share common IgG
and IgE epitopes because almost all the positive patients
recognizing rChe a 2 are also positive for S. kali profi-
lins, and near complete inhibition of the IgE-binding
signal to rSal k 4.02 and rSal k 4.03 is obtained when
rChe a 2 is used as inhibitor. However, as deduced from
inhibition assays using a pool of sera, 35- and 100-fold
increases in rSal k 4.02 were required to inhibit IgE
binding to rSal k 4.03 and rChe a 2, respectively. On
the other hand, only a ninefold increase in rSal k 4.03,
which shares some of the amino acid changes with
rChe a 2 (F68?H66 and E72?T70) and contains C95
in the E1 epitope as for rSal k 4.02, was required to
inhibit IgE binding to rChe a 2. Due to the high simi-
larity between these profilins (even higher in the epitopic
regions), and assuming that the secondary structure of
rSal k 4.02 obtained by CD analysis is that expected for
a well-folded state in this protein family, the decreased
immunological features are associated with several
amino acid replacements in the IgE epitope sequences.
Thus, the affinity changes produced by a few key amino
acid replacements are the main cause of alterations in
the immunological response. These alterations are miti-
gated at very high concentration of inhibitors that lead
to complete inhibition.
Thirty-three and 29 amino acid changes were
observed between Che a 2 and Sal k 4.02 and between
Che a 2 and rSal k 4.03 respectively, 17 of which were
non-conservative, of which eight were located within
the epitopes (comparing Che a 2 with Sal k 4.02). The
E1, E2, E3 and E4 epitopes show four, one, one and
two non-conservative changes, respectively (Fig. 2A).
However, all the changes present in the E2, E3 and E4
epitopes and the A at position 83 of the E1 epitope in
Sal k 4.02 are present in other allergenic profilins such
as those from Olea europaea, Betula pendula or Zea
mays [42], and thus are unlikely to be the cause of the
reduced allergenicity. However, the E1 epitope binds
IgE mainly through electrostatic interactions [43,44]
and shows two changes in charge in Sal k 4.02 (F68?
H66 and E72?T70) that are adjacent to K73 in
Sal k 4 and K71 in Che a 2, which is an amino acid
highly conserved in most allergenic profilins. Further-
more, the E1 epitope shows one additional non-conser-
vative amino acid change (C95?T93) that may result
in formation of a disulfide bond with C117, resulting
in a more compact structure in the surrounding region.
These changes may be enough to avoid IgE binding to
rSal k 4.02 throughout the E1 epitope, thus resulting
in a natural variant with reduced IgE-binding capacity
in comparison to rChe a 2. Thus, the results obtained
here indicate that some amino acid positions may be
critical for IgE binding but not IgG binding.
Although to date there are no immunotherapeutic
approaches based on profilin alone and its potential
use requires further study, we suggest that, based on
the results presented here, the isoform Sal k 4.02 may
be a good candidate for inclusion in desensitization
protocols using cocktails of recombinant allergens.
Experimental procedures
Protein extracts
Pollen from S. kali and C. album were obtained from
ALK-Abello´ (Madrid, Spain). Pollen protein extracts were
obtained by saline extraction as described previously [45].
The protein extract concentration was determined as
described by Lowry et al. [46].
Cloning strategy
cDNA from S. kali pollen was synthesized from total RNA
using a SMART RACE cDNA amplification kit (BD Bio-
sciences/Clontech, Madrid, Spain) according to the manu-
facturer’s instructions, and used directly as a template for
PCR cloning. Amplification of S. kali profilin was per-
formed in two successive rounds of PCR. The sense oligo-
nucleotide was designed based on the N-terminus amino
acid sequence MSWQA/TYV, obtained by Edman degrada-
tion of the natural protein, including the NdeI restriction
site (underlined): 5′-atacatATGTCNTGGCARRCNTAY
GT-3′. A PCR reaction was performed using this oligonu-
cleotide and the universal primer mix contained in the
SMART RACE cDNA amplification kit to obtain the
S. kali profilin cDNA sequence. Then, the antisense oligo-
nucleotide 5′-cgctgaggatccTTAGAGGCCCTGTTCAAC
GAG-3′, containing a BamHI restriction site (underlined),
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was designed based on the sequence corresponding to the
C-terminus end (LVEQGL) of S. kali profilin obtained
from the first round of PCR. PCR products were cloned
into pCR2.1 plasmid (Invitrogen, Groningen, The Nether-
lands), and the DNA from several clones was sequenced.
The pCR2.1/Sal k 4 constructs were digested with NdeI
and BamHI restriction enzymes, and cDNA encoding the
Sal k 4 isoforms was sub-cloned into the pET 11b (Nova-
gen, Billerica, MA, USA) expression vector digested using
the same restriction enzymes. This construct was used to
transform E. coli BL21(DE3) cells to express Sal k 4.02
and Sal k 4.03 as non-fusion recombinant proteins.
Expression and purification of rSal k 4.02 and
rSal k 4.03
Overnight BL21 (DE3) cultures containing the recombinant
constructs were grown in LB medium containing 0.1 mg/ml
ampicillin to an attenuance at 600 nm of 1.0. Induction of
these cultures was performed by the addition of 0.4 mM
isopropyl thio-b-D-galactoside, and they were maintained
for 4 h at 37 °C. Then the cultures were centrifuged at
6000 g for 20 min at 4 °C. The pellet was reconstituted in
20 mM ammonium bicarbonate, pH 8.0, containing 1 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride. After bacterial lysis by
three cycles of freezing and thawing at 42 °C, the material
was centrifuged at 12 000 g and the soluble fraction was
lyophilized. The recombinant protein was isolated as
described for rChe a 2 [10], and purified in three chromato-
graphic steps: size-exclusion chromatography using a
Sephadex G-50 medium column (39 9 5.75 cm) equili-
brated in 0.2 M ammonium bicarbonate, pH 8.0, size-exclu-
sion chromatography in a Sephadex G-50 superfine column
(42 9 2 cm) equilibrated in the same buffer, and finally
reversed-phase HPLC in a Nucleosil C18 column with an 0
–80% acetonitrile gradient in 0.1% trifluoroacetic acid.
Sera and antibodies
The Ethical Committee of the Complutense University
(Madrid, Spain) approved the protocols used for experi-
mental work with mice and all the methodology related to
the use of human sera in the study.
Sera were obtained from patients fulfilling the following
criteria: (a) seasonal rhinitis and/or asthma from April to
August during at least two consecutive years, (b) positive
prick test for S. kali and/or C. album pollens, and (c) IgE
values by ELISA against Che a 2 higher than 0.1 units of
absorbance at 492 nm for all sera. Sera were obtained from
165 patients recruited from Zaragoza (Spain), where S. kali
pollen is a main source of sensitization, and from Jae´n
(Spain), where S. kali pollen is a significant allergenic pollen.
Written informed consent was obtained from all patients.
Rabbit polyclonal antiserum against the olive pollen
profilin (Ole e 2) was obtained by weekly injections of the
protein (100 lg) in complete Freund’s adjuvant. The use of
animals for experimental procedures was supervised by the
animal facility of the Fundacio´n Jime´nez Dı´az (Madrid,
Spain) to ensure that the experiments were performed in
accordance with legislation and the guidelines of Ethical
Committee of the Fundacio´n Jime´nez Dı´az and Complu-
tense University. Horseradish peroxidase-labeled goat poly-
clonal Ig against rabbit IgG was obtained from Bio-Rad
(Richmond, CA, USA). Mouse monoclonal Ig against
human IgE was kindly donated by ALK-Abello´. Horserad-
ish peroxidase-labeled goat polyclonal Ig against mouse
IgG was purchased from Pierce Chemical Co (Rockford,
IL, USA).
Edman degradation, MS analysis and CD
Edman degradation of the protein was performed using a
477A sequencer (PE Applied Biosystems, Foster City, CA).
MS of purified proteins was performed in a Bruker
Reflex IV MALDI-TOF apparatus (Bruker-Franzer Ana-
lytic, Bremen, Germany). The CD spectrum was recorded
in the far-UV range on a JASCO J-715 spectropolarimeter
(Japan Spectroscopic Co., Tokyo, Japan) at 200 lgmL1
protein concentration in 50 mM sodium phosphate, pH 7.5,
at room temperature. CDNN CD spectra deconvolution
software (Applied Photophysics, Leatherhead, UK) was
used to deconvolute the CD spectra recorded.
Analytical procedures
Amino acid analysis of pure recombinant proteins was per-
formed using a Biochrom 30 amino acid analyzer instrument
(Biochrom, Cambridge, UK) after hydrolysis with 6 N HCl.
SDS/PAGE was performed in 17% polyacrylamide gels.
Proteins were stained with Coomassie Blue R-250 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO). Molecular mass determinations
were performed using protein markers MW-SDS-70L
(Sigma-Aldrich). 2D electrophoresis was performed in a
PROTEAN IEF cell (Bio-Rad) using 7 cm long, pH 3-10,
linear ReadyStrip IPG strips (Bio-Rad) under reducing
conditions in the presence of tributylphosphine, dithiothrei-
tol and iodoacetamide, followed by 17% SDS/PAGE.
Proteins were visualized after silver staining.
The concentration of recombinant profilins was calcu-
lated by measuring the absorbance at 280 nm in a DU-7
spectrometer (Beckman, Barcelona, Spain) using the same
extinction coefficient (e0.1%) of 1.1 for the three proteins.
Immunological characterization
Proteins were transferred to nitrocellulose membranes
(Amersham Biosciences, Barcelona, Spain) after SDS/PAGE
under reducing (with 5% 2-mercaptoethanol) and non-
reducing conditions or after 2D electrophoresis under reduc-
ing conditions. Membranes were incubated with individual
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human sera (diluted 1 : 10), mouse monoclonal Ig against
human IgE (diluted 1 : 5000) and horseradish peroxidase-
labeled goat Ig against mouse IgG (diluted 1 : 2500), or
alternatively rabbit polyclonal antiserum raised against
Ole e 2 (diluted 1 : 10 000) followed by horseradish peroxi-
dase-labeled goat Ig against rabbit IgG (diluted 1 : 3000).
For immunoblotting inhibition assays, a pool of sera (n = 5)
(diluted 1:10) was pre-incubated with NaCl/Pi, and 1 or 5 lg
of rSal k 4.02, rSal k 4.03 or rChe a 2 as inhibitors. Chemi-
luminiscent signal was detected using ECL western blotting
reagent (Amersham Biosciences).
Indirect ELISA was performed in 96-well plates coated
with 0.1 lg purified recombinant protein or 20 lg pollen
extract. Assays were detected using individual human serum,
a pool of human sera (n = 5) (diluted 1 : 10) or anti-Ole e 2
polyclonal antiserum (diluted 1 : 10 000), previously
adsorbed to various concentrations of inhibitors ranging
from 1 ng to 10 lg. Binding of human IgE was detected by
mouse monoclonal Ig against human IgE (diluted 1 : 5000)
followed by horseradish peroxidase-labeled goat Ig against
mouse IgG (diluted 1 : 2500), and binding of polyclonal
antiserum against Ole e 2 was detected by horseradish
peroxidase-labeled goat Ig against rabbit IgG (diluted
1 : 3000). The signal was measured at 492 nm in an iMark
microplate absorbance reader (Bio-Rad). In ELISA assays,
absorbance values above 0.1 were taken as positive, and the
percentage inhibition was calculated according to the for-
mula: inhibition (%) = [1  (absorbance at 492 nm with
inhibitor/absorbance at 492 nm without inhibitor)] 9 100.
Statistical analysis, modeling and alignment
For analysis of ELISA datasets, we used JMP 10 (SAS
Business Analytics) to calculate the mean, standard
deviation and P values. A two-tailed Student’s t-test was
performed assuming unequal variances to assess whether
the groups were statistically different from each other. All
P values were derived from a two-tailed statistical test.
P values < 0.05 were considered statistically significant. 3D
structure modeling of the allergens was performed using
SWISS-MODEL, the fully automated protein structure
homology-modeling server of the Swiss Institute of Bioin-
formatics (http://swissmodel.expasy.org/) [47]. The template
used for modeling Sal k 4.02, Sal k 4.03 and Che a 2 was
the profilin from Arabidopsis thaliana (Protein Data Bank
ID 3NUL) using to the comparative automated mode. The
model obtained was represented using VMD [48]. Align-
ment of sequences was performed using GeneDoc (http://
www.psc.edu/biomed/genedoc).
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Summary 
Background  Amaranthaceae pollens are main causes of allergy in desert countries. Their incidence has been 
increasing in the last years due to the desertification process occurring in many countries. In some regions of 
Spain, Salsola kali is the main cause of pollinosis at the same level than olive and grass pollen. Sal k 1 is the 
sensitization marker of S. kali pollinosis. It is actually used in clinical diagnosis to this weed, but is purified at a 
low yield from S. kali pollen. 
Objective To produce a recombinant variant of Sal k 1 able to span the structural and immunological 
properties of the natural isoforms present in S. kali pollen and validate its potential use for the diagnosis of S. 
kali pollen sensitized patients. 
Methods Sal k 1-encoding cDNA was amplified by PCR, cloned in pET41b vector and used to transform 
BL21(DE3) E. coli cells to overproduce the recombinant allergen. Immunoblotting, ELISA, histamine release 
and skin prick test were used to validate the recombinant protein with the natural form isolated from pollen. 
Sera and blood cells from S. kali pollen sensitized patients and anti-Sal k 1 monoclonal and polyclonal antisera 
were used. 
Results rSal k 1 has been produced in E. coli with a final yield of 7.5 mg/L of cell culture. The expressed 
protein was isolated, purified to homogeneity, structurally characterized by circular dichroism and 
immunologically validated against the natural form isolated from pollen by ELISA, immunostaining and 
histamine release. Natural Sal k 1 was validated as a useful diagnostic tool by skin prick test. In addition, Sal k 
1 exhibited a higher degree of IgE cross-reactivity with plant-derived food extracts such as peanut, almond or 
tomato than with related and non-related pollen sources such as P. acerifolia and Oleaceae members.  
Conclusion  Sal k 1, the sensitization marker of S. kali pollen has been expressed as a recombinant protein in 
E. coli. rSal k 1 maintains its structural and immunological properties intact in comparison to nSal k 1, while 
spans the immunological properties of most of the natural isoforms found in pollen. rSal k 1 might substitute in 
clinical diagnosis the natural form isolated from pollen, and in the future could be used in a safer and more 
specific immunotherapy of S. kali patients. 
Introduction 
A wide repertory of plant families produces 
relevant allergenic pollens [1, 2]. Pollens from the 
Amaranthaceae family are gaining relevance as 
allergenic inducer in countries where the climate 
change is causing extensive desertification because 
these resistant weeds are able to rapidly colonize 
these areas [3]. The most relevant members of this 
family in the Mediterranean area are Salsola kali and 
Chenopodium album [4, 5]. 
Despite the allergenic cross-reactivity observed 
between these members of the Amaranthaceae family 
[6], about 10 to 30% of the patients are sensitized 
mainly to S. kali [7]. Several allergens from C. album 
(Che a 1 [8], Che a 2 and Che a 3 [9]) and S. kali (Sal 
k 1 [7], Sal k 2 (accession number: Q8L5K9), Sal k 3 
[10], Sal k 4 [11, 12], and Sal k 5 [13]) pollens have 
been identified so far. Sal k 1 is the allergenic marker 
of S. kali pollen able to discriminate between 
sensitized and non-sensitized patients to this weed 
[7]. An average prevalence of Sal k 1, a pectin 
methylesterase (PME), in certain areas of Spain is 
about 18% among all pollen-sensitized patients, and 
about 70% in S. kali pollen sensitized patients, as 
revealed by the multi-centre study (“VEGETALIA” 
and “EXPO”) [14]. The same cohort of patients 
showed a prevalence of 2% to the major allergen of 
C. album (Che a 1) in all pollen sensitized patients 
[14], and thus confirming the role of Ole e 1-like 
family as sensitization marker of the Amaranthaceae 
species. 
In addition to Sal k 1, another PME from olive 
(Olea europaea) pollen -Ole e 11- and from tomato 
(Lycopersicon esculentum) and kiwi fruit (Actinia 
deliciosa) have also been reported as allergens [15-
18]. Sal k 1 shares an amino acid sequence identity 
of 57, 17 and 23% with olive pollen, tomato and kiwi 
PMEs, respectively. Despite this low identity 
observed between PMEs from pollens and plant-
derived foods, these proteins possess a highly 
conserved catalytic core very specialized and 
conserved during evolution, containing Ala153, 
Gln173, Asp174, Asp195, and Arg253 residues in 
the catalytic site of Sal k 1. This conserved region 
might enable PME cross-reactivity processes from 
different sources since a significant IgG cross-
reactivity could be observed when comparing PMEs 
from olive pollen and other plant-derived food 
sources such as avocado, pear or tomato. 
Sal k 1 purified from pollen is already being used 
in commercial diagnostic protocols to determine the 
specific IgE levels of patients to the sensitization 
marker of S. kali by ImmunoCAP (Thermo Fisher 
Scientific). However, Sal k 1 is purified from pollen 
at a very low yield and with a high number of 
isoforms. Only 100 g of homogeneous protein can 
be obtained from 5 g of dried pollen [7]. Then, the 
availability of one well characterized recombinant 
isoform equivalent to those natural isoforms present 
in S. kali pollen extract should be a useful tool to 
standardize diagnostic and immunotherapeutic 
protocols, what should circumvent batch to batch 
variability and allergenic protein content 
concentration problems that are observed in S. kali 
natural protein extracts used in these protocols [19, 
20]. 
In this context, the aim of this work consisted of 
the production of a recombinant isoform of Sal k 1 
able to span the structural and immunological 
properties of the natural isoforms present in S. kali 
pollen, and then, validating its use for the diagnosis 
of allergy to S. kali. Moreover, we have also found 
that the PME could be implicated in pollen-pollen 
and plant-derived food-pollen cross-reactivity 
processes.  
Materials and methods 
Protein extracts 
Pollen from several plant species was obtained 
from ALK-Abelló (Madrid, Spain). Pollen protein 
extracts were prepared by saline extraction as 
described previously [8]. Plant-derived food extracts 
from fruits and nuts were prepared as previously 
described [21]. Protein extract concentration was 
determined using the Bicinchoninic Acid Assay 
(Pierce Chemical Co., Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA).  
Cloning strategy 
PCR amplification of S. kali PME isoform Sal k 
1.0103 was performed using the template previously 
cloned in the pCR2.1 (Invitrogen, Groningen, The 
Netherlands) vector [7]. Two specific 
oligonucleotides were designed: a sense primer with 
a NdeI restriction site (underlined), 5'- actcatATG 
CAGCCGATCCCCCCT -3' that corresponds to the 
MQPIPP amino acid sequence (the N-terminal end of 
the mature protein), and an antisense primer,       5'- 
ttaCTCGAGCACTTTAGGTGGTGGTAG -3' with a 
XhoI retriction site (underlined) that corresponds to 
LPPPKV amino acids (C-terminal end of Sal k 1) 
plus a stop codon. The amplified PCR product was 
then digested with NdeI and XhoI restriction 
enzymes and cloned into the pET41b plasmid 
(Invitrogen) in phase with a nucleotide sequence 
codifying for an 8xHis tag. This sequence is included 
in the expression vector at the C-terminus of the 
protein. The construct pET41b/Sal k 1.0103 was 
used to transform E. coli BL21(DE3) cells to 
produce recombinant Sal k 1 according to [11]. 
Expression and purification of rSal k 1 
The recombinant production of Sal k 1 was 
performed according to [11] with minor 
modifications. BL21(DE3) cultures were centrifuged 
at 6000 g for 20 min and reconstituted in sodium 
phosphate 20 mM pH 8.0 containing sodium chloride 
0.5 M, imidazole 20 mM and phenylmethane- 
sulfonylfluoride 1 mM. After bacterial lysis by three 
cycles of freezing in N2 and thawing at 42 ºC, the 
soluble fraction containing rSal k 1 was clarified by 
centrifugation at 12000 g for 20 min, and 
subsequently loaded in an AKTA Purifier FPLC 
system (GE healthcare, Madrid, Spain) with a His 
Trap FF crude (GE healthcare) to purify the 
recombinant protein. The elution of the protein was 
performed using an isocratic gradient of 0.5 M 
imidazole in reconstitution buffer according to [22]. 
Sera and antibodies 
Sera from 80 patients suffering from 
Amaranthaceae pollinosis were collected from three 
regions of Spain: Zaragoza, Murcia and Alicante 
(Supplementary Table 1). Written informed consent 
was obtained from all patients. Rabbit polyclonal 
antisera against the natural PME from S. kali pollen 
(pAb) was obtained by weekly injections of the 
protein (100 g) in complete Freud´s adjuvant. 
Horseradish peroxidase-labeled goat polyclonal 
antibody against rabbit IgG was obtained from Bio-
Rad (Richmond, Calif). Mouse monoclonal antibody 
against human IgE and monoclonal antibodies 1.22.1 
(mAb 1) and 1.3.1 (mAb 2) raised against nSal k 1 
were provided by ALK-Abelló (Madrid, Spain). 
Horseradish peroxidase-labeled goat polyclonal 
antibody against mouse IgG was purchased from 
Pierce Chemical Co. Horseradish peroxidase-labeled 
mouse polyclonal antibody against the His-tag  was 
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). 
MS analysis and CD spectroscopy 
MS of purified proteins was performed in a 
Bruker-Reflex IV MALDI-TOF (Bruker-Franzer 
Analytic, Bremen, Germany). The CD spectra 
recording and deconvolution of data was obtained in 
the far-UV, on a Jasco J-715 spectropolarimeter 
(Japan Spectroscopic Co., Tokyo, Japan) according 
to [11]. Theoretical percentages of secondary 
structure were obtained with GOR [23]. 
Analytical procedures 
SDS-PAGE was performed in 15% 
polyacrylamide gels. Proteins were stained with 
Coomassie Blue R-250 (Sigma-Aldrich). Molecular 
mass determinations were done with protein 
molecular mass markers SM0431 (Fermentas, 
Thermo Fisher Scientific). The concentration of the 
purified proteins was calculated by measuring the 
absorbance at 280 nm in a DU-7 spectrometer 
(Beckman, Madrid, Spain) using the theoretical 
extinction coefficient (0.1%) of 1.1 of Sal k 1.0103 
obtained using the ProtParam Software [24]. 
Immunological characterization 
Immunoblotting procedures were developed as 
described previously [11] using individual human 
sera (diluted 1:10), anti-human IgE monoclonal 
antibody (diluted 1:3000) and anti-mouse IgG 
horseradish peroxidase-labeled antibody or a rabbit 
polyclonal antiserum raised against nSal k 1 (diluted 
1:50000) followed by anti-rabbit IgG horseradish 
peroxidase-labeled polyclonal antibody (1:3000). 
Alternatively, a horseradish peroxidase-labeled 
mouse polyclonal antibody against Poly-His (1:2000) 
or monoclonal antibodies raised against nSal k 1 
(1:200) followed by an anti-mouse IgG horseradish 
peroxidase-labeled antibody (1:2500) were used. For 
immunoblotting inhibition assays an equivolumetric 
pool of sera (n=8) (diluted 1:10) was alternatively 
preincubated with PBS, 1 and 5 g of rSal k 1 or 
nSal k 1. Protein bands were quantified by 
densitometry using the Multi Gauge Analysis 
software (Fujifilm, Barcelona, Spain) and referring 
the inhibition percentage to the control without 
inhibitor [13]. 
Indirect ELISA was performed as described [25] 
in 96-well plates coated with 100 ng of purified 
recombinant protein, 20 μg of pollen extract or 500 
ng of pineapple stem bromelain [26] (Sigma-
Aldrich). OD values >0.1 arbitrary units (mean + 3 x 
SD of the OD of the negative control) were 
considered positive. Inhibition assays were 
performed with an equivolumetric pool of human 
sera (n=8) (diluted 1:10), the anti-nSal k 1 polyclonal 
antiserum (diluted 1:50000) or monoclonal 
antibodies raised against nSal k 1 (1:10000), 
previously adsorbed to different concentrations of 
inhibitors ranging from 1 ng to 5 g for pure proteins 
and 20 or 200 g for the pollen and plant-derived 
food extracts. Binding of human IgE was detected by 
anti-human IgE monoclonal antibody (diluted 
1:5000) followed by anti-mouse IgG horseradish 
peroxidase-labeled antibody (diluted 1:2500). The 
binding of anti-nSal k 1 polyclonal antiserum was 
detected with the anti-rabbit IgG horseradish 
peroxidase-labeled antibody (1:3000) and binding of 
mouse monoclonal antibodies with the anti-mouse 
IgG horseradish peroxidase-labeled antibody 
(1:2500). The inhibition percentage was calculated 
according to the formula: inhibition (%) = [1-(Abs492 
nm with inhibitor/Abs492 nm without inhibitor)] x 100 
[13]. 
The nonatopic controls were selected according to 
a nonallergic history and negative skin prick tests to 
the usual panel of respiratory allergens.
Basophil activation test (BAT) 
This test was performed as previously described 
[27]. After blood-cell separation, 50 μL of each 
patient’s cell suspension were incubated with 50 μL 
of indicated protein concentration. To evaluate 
background basal values without stimulation 
(negative control), we added 50 μL of stimulation 
buffer (cRPMI), containing IL-3 (2 ng/mL) in the 
cell suspension. As a positive control, a monoclonal 
anti-IgE anti-receptor antibody was used at a final 
concentration of 1 μg/mL. A positive response was 
concluded for values ≥15%, and stimulation index 
(antigen-specific response/basal level) ≥2. 
Fig. 1. Recombinant expression and purification of Sal k 1. 
a, SDS-PAGE analysis of the time-course of the recombinant 
expression of Sal k 1 in E. coli BL21(DE3) cells at indicated 
times of induction with IPTG and at different temperatures. b, 
SDS-PAGE of the purification process of rSal k 1 and 
immunostaining of nitrocellulose-blotted proteins with: 1, an 
equivolumetric pool of sera (n=5); 2 and 3, monoclonal 
antibodies (mAb 1 and mAb 2 respectively); 4, the polyclonal 
antisera raised against nSal k 1; and 5, the polyclonal antibody 
against polyhistidine (poly-His). FT, flow-through; P, 
purified. Molecular mass markers are shown.
Fig. 2. Structural and antigenic properties of rSal k 1 in 
comparison to nSal k 1. a, Circular Dichroism spectra of nSal k 
1 and rSal k 1 at a concentration of 200 ng/µl. b, Percentages of 
secondary structure of both proteins were obtained by de-
convolution. c, SDS-PAGE and immunoblot of nitrocellulose-
blotted 200 ng of natural and recombinant Sal k 1 with the 
monoclonal antibodies (mAb 1 and mAb 2) and the polyclonal 
antisera (pAb) raised against nSal k 1. Molecular mass markers 
are shown. d, Titration of the mAb 1, mAb 2 and the pAb. ELISA 
plates were coated with 100 ng/well of rSal k1  or nSal k 1.
Results 
Cloning, recombinant production and 
purification of rSal k 1 
In a previous manuscript, we reported the 
polymorphism character of Sal k 1 allergen and the 
sequencing of three different isoforms: Sal k 1.0101 
(AY590141), Sal k 1.0102 (AY776249) and Sal k 
1.0103 (AY776248), which showed 94 to 99% 
identity in their amino acid sequences [7]. 
Here, we aimed to express, purify and characterize 
a recombinant isoform of Sal k 1, which might be 
used as a replacement of nSal k 1 in diagnostic 
protocols. To this end, we amplified by PCR the 
cDNA-encoding the nucleotide sequence of Sal k 
1.0103 without the 5’end codifying for the signal 
peptide, and cloned into the pCR2.1 vector. The 
cDNA was then subcloned into the expression vector 
pET41b, and the construct was subsequently used to 
transform BL21(DE3) cells to produce Sal k 1 as a 
protein tagged at the C-terminus with a 8xHis 
sequence. 
Different temperatures and IPTG-induction times 
were surveyed and the supernatants and pellets 
resulted were analyzed by Coomassie Blue staining 
to determine the optimal conditions to produce rSal k 
1. The highest yield of soluble recombinant protein
was observed at 16 ºC and 48 h of induction with 1 
mM IPTG (Fig. 1a). 
After chromatography, fractions containing the 
recombinant protein purified to homogeneity were 
pooled, dialyzed, concentrated and directly used in 
subsequent experiments. rSal k 1 was obtained with 
yields of approximately 7.5 mg/L of cell culture. The 
recombinant protein integrity and purity was verified 
by Coomassie Blue staining after SDS-PAGE and by 
immunostaining after transference to membranes 
with (i) a pool of sera from allergic patients to 
Salsola kali, (ii) two specific monoclonal antibodies 
(mAb 1 and mAb 2), (iii) one polyclonal antiserum 
raised against nSal k 1, and (iv) a polyclonal 
antibody directed against the His-tag (Fig. 1b). These 
experiments assessed the high purity of the 
recombinant allergen. 
Then, we proceeded to characterize structurally 
and immunologically rSal k 1 in comparison to nSal 
k 1. 
Structural characterization of rSal k 1 
We first performed CD analyses using rSal k 1 and 
nSal k 1 at a concentration of 200 µg/ml (Fig. 2a). 
Similar CD spectra were obtained for both proteins. 
We observed a higher -helix content in rSal k 1 
(7.1% more than nSal k 1), and minor differences 
ranging from 2.6 to 6.1% in the -sheet, turn and 
non-periodic structure content (Fig. 2b). 
Immunological characterization 
We analyzed the antigenic properties of both 
recombinant and natural Sal k 1 by ELISA and 
western blot (WB) using two different mouse 
monoclonal antibodies and a polyclonal antiserum 
raised against nSal k 1. By WB under denaturing 
conditions, we have observed that the ability of nSal 
k 1 and rSal k 1 to bind IgG from the monoclonal 
Fig. 3. Specific IgE-binding of rSal k 1 and nSal k 1. a, 
Determination of the IgE-binding ability of 80 individual sera 
from three regions of Spain to rSal k 1 (100 ng/well), nSal k 1 
(100 ng/well) or bromelain (500 ng/well). Correlation coefficient 
(R2) among rSal k 1 and nSal k 1 IgE levels is also shown for 
each population. b, Analysis of the specific IgE-binding to 200 ng 
of nitrocellulose-blotted samples after SDS-PAGE under reducing 
conditions of 20 sera to rSal k 1 and nSal k 1. Molecular mass 
markers are shown.
antibodies and the polyclonal antisera was also 
equivalent (Fig. 2c). ELISA titration of mAb 1, mAb 
2 and the polyclonal antisera with rSal k 1 and nSal k 1
showed that IgG-binding ability of both proteins was 
equivalent, suggesting that the antibodies recognize 
the epitopes in nSal k 1 and rSal k 1 in a similar 
manner (Fig. 2d).  
We also evaluated the allergenic properties of both 
proteins by ELISA and WB. The prevalence of both 
natural and recombinant proteins was tested using 
sera of S. kali sensitized-patients from three different 
regions of Spain with significant differences in S. 
kali pollen counts (Fig. 3a). Recognition frequency 
was almost equivalent for both proteins: nSal k 1 
(52%) and rSal k 1 (56%). Glycoprotein bromelain 
was tested in order to select those sera able to 
recognize the carbohydrate moiety of glycoallergens. 
Interestingly, only six out of the ninety patients 
tested were observed to have IgE-reactivity against 
the glycosydic fraction of bromelain (Fig. 3), 
indicating that the global contribution of the glycan 
moiety to the IgE-reactivity of Sal k 1 was not 
relevant. Correlation values obtained when 
comparing the IgE-binding ability of nSal k 1 and 
rSal k 1 were quite low, especially for the population 
of Zaragoza (Fig. 3b). Surprisingly, the regression 
analysis of the data seemed to indicate a slightly 
better IgE-binding of rSal k 1 by the sensitized 
patients than for nSal k 1 in all three populations 
studied (Fig. 3b). 
Fig. 4. Immunological characterization and validation of 
rSal k 1 in comparison with nSal k 1. a-b, Two monoclonal 
antibodies (mAb 1 and mAb 2) raised against nSal k 1; c, a 
polyclonal antisera (pAb) raised against nSal k 1; and d, an 
equivolumetric pool of eight randomly selected sera were tested 
by ELISA and immunoblotting to determine the IgE-binding 
inhibition ability of rSal k 1 and nSal k 1. In the ELISA 
experiments 100 ng/well of protein were coated and different 
amounts of inhibitor were used. In the immunoblotting assays 
under reducing conditions, 0.5 µg of each protein were blotted 
onto nitrocellulose membranes and 5 µg of inhibitor were used. 
Percentage of inhibition was calculated by densitometry of 
protein bands. (I%), inhibition percentage; (-), no inhibitior; (r), 
rSal k 1; (n), nSal k 1.
Fig. 5. Specific IgE values and basophiles activation assays. 
a, IgE levels quantified by ELISA of the selected S. kali pollen 
sensitized patients. b, stimulation index of basophiles 
activation test of patients allergic to S. kali pollen are shown. A 
non-atopic control was included in both assays.
Finally, we analyzed the IgE-binding ability of 
both proteins by WB under denaturing conditions to 
determine the role of the conformational epitopes in 
the IgE reactivity of the sera. We used a random set 
of twenty of the previously identified ELISA-
positive sera (Fig. 3c). The correlation obtained 
(r2=0.94), indicated that the IgE binding for the two 
proteins under denaturizing conditions was almost 
equivalent. 
Collectively, these data indicate that rSal k 1 is 
able to span the antigenic and allergenic properties of 
Sal k 1 isoforms found in pollen. 
Inhibition assays 
We then analyzed the IgG- and IgE-equivalence of 
nSal k 1 and rSal k 1 by ELISA and WB inhibition 
experiments (Fig. 4). 
The IgG binding to rSal k 1 was equivalent to that 
of nSal k 1 when using two monoclonal antibodies, 
whereas the experiments performed with the 
polyclonal antisera indicated that rSal k 1 was not 
able to completely inhibit the IgG binding to nSal k 1 
(Fig. 4a-c).  
Regarding the IgE-binding analysis by ELISA, it 
was observed a 30% reduction in the IgE-binding 
ability of rSal k 1 with respect to nSal k 1 in native 
conditions. Furthermore, by WB analyses nSal k 1 
and rSal k 1 showed 67 and 64% of inhibition to nSal 
k 1, respectively, and 61 and 62% of inhibition to 
rSal k 1, respectively, and thus indicating that both 
proteins possessed similar IgE-inhibition capacity 
under denaturing conditions (Fig. 4d). 
Basophil activation test 
Three patients were selected to perform basophil 
activation test (Fig. 5).  First, we tested the natural 
and the recombinant proteins by ELISA. A good 
correlation was observed for rSal k 1 and nSal k 1 
(Fig. 5a). Then, we observed that rSal k 1 and nSal k 
1 performed similarly in basophil activation test (Fig. 
5b). At 20 µg/ml of rSal k 1 or nSal k 1, we observed 
similar results for IgE-positive patients, whereas at 5 
µg/ml one patient showed higher activation of 
basophils. In contrast, the non-atopic control was 
non-responder at all concentrations and allergen 
tested (Fig. 5b). 
Fig. 6. Sal k 1 cross-react with PMEs from pollen and plant-derived foods. a, Detection of PMEs from different 
pollen and plant-derived food sources by immunoblotting using the pAb raised against Sal k 1. 20 µg of different 
pollen and plant-derived food protein extracts were blotted onto nitrocellulose membranes and immunostained with 
the pAb obtained against nSal k 1. Molecular mass markers are shown. b, The same pollen and plant-derived food 
protein extracts were tested by ELISA inhibition experiments using a pool of sera from allergic patients to S. kali 
against 0.1 µg/well of rSal k 1. 200 µg of S. kali and Betula verrucosa pollen protein extracts were used as positive 
and negative control, respectively.
Cross-reactivity 
We tested a panel of pollen and plant-derived food 
extracts with anti-Sal k 1 polyclonal antiserum to 
identify those extracts able to potentially cross-react 
with rSal k 1 (Fig 6a). Then, we surveyed the 
extracts described to contain allergenic PME by 
ELISA inhibition experiments to rSal k 1 using a 
random selected pool of 8 sera from S. kali sensitized 
patients (Fig. 6b). 
 Regardless the complete inhibition observed with 
S. kali pollen protein extract, Platanus acerifolia 
(plane tree) pollen protein extract showed the highest 
IgE-inhibition capacity, reaching 25% of inhibition 
(Fig. 6). Other IgG-positive PME pollen protein 
extracts-, Ligustrum vulgare (wild privet), Syringa 
vulgaris (common lilac) were also able to inhibit the 
IgE-binding to Sal k 1, reaching 24 and 20% of 
inhibition, respectively. There is scarce inhibition 
with Olea europaea (olive) or with the 
Amaranthaceae counterpart, Chenopodium album 
(Lamb´s quarter). Regarding PME plant-derived food 
extracts, nuts from Prunus dulcis (almond), Arachis 
hypogea (peanut), Pistacia vera (pistachio) and fruits 
from Solanum esculentum (tomato), Solanum 
tuberosum (potato) and Pyrus communis (pear) were 
also shown to cross-react with Sal k 1 with inhibition 
percentages of 40, 38, 30, 23, 22 and 18%, 
respectively. 
Discussion 
The role of Amaranthaceae pollens as important 
sources of allergy has special relevance in countries 
with a desert climate, high temperatures and dry soil 
[17], and in extensive areas of the south of Europe 
which have suffered from an increase in the 
desertification process in the last years [4, 5]. Indeed, 
in south-eastern and central areas of Spain, Salsola 
kali pollen has become one of the first causes of 
seasonal allergy at almost the same level than olive 
and grass pollinosis [4, 5].  
To date, five allergens from S. kali have been 
reported: the protein kinase homologue Sal k 2 
(accession number: Q8L5K9), the methionine 
synthase Sal k 3 [10], the profilin Sal k 4 [11, 12], 
the Ole e 1-like allergen Sal k 5, and the here studied 
major allergen and S. kali specific marker -Sal k 1- 
[7].  
Sal k 1 is a very polymorphic molecule with 
multiple protein spots identified by two-dimensional 
electrophoresis, with pI ranging from 5.9 to 7.7 and 
different glycosylation patterns [7]. Although this 
heterogeneity hampers the development of a suitable 
purification procedure to obtain a consistent and 
reproducible batch of protein, a recombinant 
approach is especially helpful with this protein. 
Thus, our main concern about the production of Sal k 
1 consisted in the obtaining of a recombinant protein 
able to be recognized by all sensitized patients to S. 
kali. As previously reported, non-glycosylated PMEs 
like that of Diospyros kaki conserved their 3D-
folding and its enzymatic activity when comparing 
with other glycosylated PME [28]. Thus we decided 
to express Sal k 1-specific cDNA in bacteria because 
glycosylation should not be critical for the 3D-
folding of PMEs [28] and it has also been 
successfully used to express other glycosylated 
allergens which maintained their structural and 
immunological properties [29, 30]. 
Remarkably, we performed an extensive 
characterization of rSal k 1 produced in E. coli in 
comparison to nSal k 1 to verify that the recombinant 
protein possessed similar structural and 
immunological properties than the natural protein 
isolated from pollen. Although we observed slight 
differences in the secondary structure between rSal k 
1 and nSal k 1, we determined that the antigenic 
behavior of rSal k 1 was almost equivalent to nSal k 
1. No significant differences were observed in the
IgE-binding of both proteins under denaturing 
conditions, while in ELISA we observed that IgE 
binding was similar when both proteins were tested 
individually, biased towards a slightly better 
recognition to nSal k 1 (about 30% of reduced 
inhibition ability of rSal k 1 with respect to nSal k 1) 
when tested in inhibition experiments. 
To determine if these differences in the IgE 
binding to rSal k 1 and nSal k 1 could be attributed to 
the glycosydic moieties -absent in rSal k 1-, or to 
conformational epitopes due to the differences 
observed at secondary structure composition, we also 
tested bromelain –a protein containing CCD-. Only a 
6.6% of the patients showed specific IgE directed to 
the glycosydic fractions found in bromelain, and only 
one patient (1.1% of the population) showed 
correlation between the IgE reactivity to glycosydic 
moiety and the better recognition of the natural 
protein. Then, we could confirm that the contribution 
of the glycan moiety to the whole IgE-reactivity of 
nSal k 1 was not relevant in the assayed population, 
as it has also been reported for CCDs in a clinical 
context [31, 32]. 
Collectively, our results seemed to indicate that 
differences in the allergenic recognition with a subtle 
biased towards nSal k 1 should be attributed to the 
presence or absence of conformational epitopes or 
amino acid changes inside of the epitopes due to the 
polymorphism of the natural protein which are able 
to induce changes in the affinity and specifity of the 
IgE antibodies. Finally, we further confirmed the 
equivalence of rSal k 1 and nSal k 1 by BAT. rSal k 
1 was able to induce basophil activation from blood 
of S. kali pollen–sensitized patients at a similar level 
than nSal k 1, correlating BAT values with the IgE-
levels to rSal k 1 and nSal k 1 of this selected 
population of sensitized patients. Remarkably, these 
data confirmed the usefulness of rSal k 1 for in vitro 
diagnosis. 
We also investigated the potential role of Sal k 1 
in cross-reactivity processes because several facts 
pointed out to a direct association of Sal k 1 to cross-
reactivity processes: i) the conserved function of this 
protein family is associated to a well-conserved 
catalytic amino acid core across species [7, 15], 
which might be epitopes, target for IgE from 
sensitized patients, ii), the existence of allergenic 
PMEs in pollen -Ole e 11 with prevalence ranging 
from 55.9% and 75.6% in three different olive pollen 
allergic populations [15]-, and in plant-derived foods 
like tomato [16, 17] or kiwi (Act d 7) with 32% of 
prevalence in patients sensitized to kiwi [18], and iii) 
because it has been recently published that Sal k 1 
prevalence is higher in patients sensitized to plant-
derived food and pollen than in patients only 
sensitized to pollen [14]. Here, we have confirmed 
the role of Sal k 1 in cross-reactivity as deduced from 
the inhibition experiments performed with a panel of 
plant-derived food and pollen extracts, which 
showed percentages of inhibition ranging from 9% to 
24% with allergenic pollens and 18% to 40% with 
plant-derived food extracts. 
In summary, this work shows that rSal k 1 i) was 
almost equivalent to nSal k 1 regarding its 
physicochemical properties, ii) spanned most of the 
allergenic properties of the natural isoforms present 
in S. kali pollen, and iii) was almost equivalent to 
nSal k 1 at allergenic level as demonstrated through 
immunological approaches and by histamine release. 
Accordingly, the data herein presented data provide 
evidences that rSal k 1 might substitute nSal k 1 in 
the diagnostic protocols actually used in clinics, and 
could be considered for a future use for 
immunotherapy protocols in S. kali pollen sensitized 
patients. 
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Introduction 
Type I hypersensitivity diseases affects about 20-
25% of the population of industrialized countries and 
its prevalence is in continuous growing.1, 2 Among the 
different allergenic sources, pollen from plants is one 
of the most important agents able to induce type I 
hypersensitivities considering the number of patients 
affected and the inability of them to avoid being in 
contact with pollen, and thus producing seasonal 
allergic rhinitis, conjunctivitis or asthma as the acutest 
symptom.3 
Russian thistle (Salsola kali) is an important source 
of anemophilous allergenic pollen which is easily 
spread over kilometers from its source of production. 
In large temperate areas from Middle Eastern 
countries, USA and Southern Europe this plant is 
becoming an important allergy-inducer,4, 5 and mainly 
in those extensive regions where the desertification 
process is an important environmental problem. Five 
allergens have been characterized so far from this 
weed pollen: the specific allergenic marker Sal k 1,6 
the protein quinase homologue Sal k 2, the cobalamin 
independent methionine synthase Sal k 3,7 the 
panallergen profilin Sal k 4,8, 9 and the Ole e 1-like 
allergen Sal k 5.10 However, the study of the IgE-
binding profile of S. kali sensitized patients by SDS-
PAGE shows several unknown protein bands with 
important IgE-binding ability. A significant percentage 
of them (about 30% of the tested sera) show reactivity 
against a band of a molecular mass of about 28 kDa. 
Based on this information, we have here performed 
the analysis of the S. kali IgE-binding protein profile 
by 2DE and de novo sequencing by mass spectrometry 
to study this relevant IgE-binding protein, which was 
identified as a protein belonging to the 
polygalacturonidase (PG) family of proteins. PGs are 
enzymes belonging to the pectinase group that catalyze 
the hydrolysis of α-1,4 glycosidic bonds localized in 
the polygalacturonan backbone of  α-1,4 linked D-
galacturonic acid residues, a component of the cell 
wall of plants. These enzymes are active in processes 
that involve degradation of the cell wall like ripening 
or abscission of fruit or pollen maturation.11 The 
importance of this group of enzymes also resides in the 
fact that some pathogens like fungi use them to 
degrade plant cell wall, and then penetrate inside of the 
host.12 These proteins have also significant value for 
industrial purposes,13, 14 and three biological families of 
plants have been found to contain allergenic PGs: 
Chamaecyparis obtusa (Cha o 2)15, Cryptomeria 
japonica (Cry j 2)16 and Juniperus ashei (Jun a 2)17 
from Cupressaceae family; Platanus orientalis (Pla or 
2) and Platanus acerifolia (Pla a 2)18 from Platanaceae
family; Paspalum notatum (Pas n 13)19, Zea mays (Zea 
m 13) and Phleum pratense (Phl p 13)20 from Poaceae 
family. 
To get further insights into the molecular properties 
of this new allergen, we have cloned and expressed it 
as a recombinant His-tag fusion protein in Escherichia 
coli. The structural and immunological properties of 
the recombinant protein were studied by CD, sera from 
allergic patients to S. kali and a specific mouse 
polyclonal antibody raised against the recombinant 
protein. Remarkably, we have measured the sIgE 
levels to Sal k 6 using the sera of 88 S. kali sensitized 
patients from three geographically different 
populations of S. kali sensitized patients, and the 
prevalence of the new allergen calculated. Finally, we 
have also studied the relevant role of Sal k 6 in pollen-
pollen cross-reactivity, determining the absence of 
association of PGs in pollen-plant derived food cross-
reactivity. 
Materials and methods 
Two-dimensional gel electrophoresis (2DE) 
2DE was developed in a PROTEAN IEF Cell (Bio-
Rad). Isolectric focusing was achieved under reducing 
conditions in the presence of 3 mM tributylphosphine 
by using 7 cm length, pH 3-10 linear ReadyStrip IPG 
gels (Bio-Rad). After isoelectrofocusing, proteins were 
separated by SDS-PAGE in 15% polyacrylamide gels 
under reducing conditions in the presence of 50 mM 
dithiothreitol and 3.7% iodoacetamide. 2DE were 
alternatively stained with silver reagent or transferred 
to nitrocellulose membranes for immunostaining with 
sera from allergic patients or a polyclonal antisera. 
De novo mass spectrometry sequencing 
S. kali pollen protein extract (75 µg) were subjected 
to 2DE. Then, the obtained gel was incubated during 3 
hours in 50% methanol containing 2% phosphoric 
acid, washed 3 times with ultrapure water, followed by 
an incubation during 1 hour in 33% methanol 
containing 17% ammonium sulphate and 3% 
phosphoric acid. Finally, the gel was stained with 
0.06% Coomassie blue G-250 (Sigma-Aldrich, 
Química, Spain) during 16 hours. Then, the indicated 
spots were excised to perform peptide mass 
fingerprinting in the Proteomics Unit from the Faculty 
of Pharmacy of the UCM (Madrid). 
Cloning of the allergenic polygalacturonase 
from S. kali pollen 
A sense 5´-AAYACNGAYGGNATGCAYATH-3´ 
and antisense 5´-DATRTGCATNCCRTCNGTRTT-3´ 
degenerate oligonucleotides were designed from a 
partial amino acid sequence NTDGMHI obtained by 
peptide mass fingerprinting, which corresponds to a 
highly conserved amino acid region of PGs. We 
synthesized the cDNA from S. kali pollen total RNA 
using the SMART RACE cDNA amplification kit (BD 
Biosciences, Clontech, Madrid, Spain). Then, we 
amplified by PCR the cDNA-encoding the 5’ and 3’ 
end of polygalacturonase from S. kali, using the 
previously described oligonucleotides and the
universal primer mix contained in the same kit 
according to the manufacturer instructions. The PCR 
fragments obtained corresponding to partial cDNA 
sequences were cloned into the pCR2.1 (Invitrogen, 
Groningen, The Netherlands) and sequenced. From the 
previously sequenced fragments, a sense specific 
oligonucleotide was designed from the N-terminal end 
of S. kali PG 5´-aatcatATGCAGGGTCCCA 
TTGATATC-3´, corresponding to the amino acid 
sequence QGPIDI containing a NdeI restriction site 
(underlined) without considering the signal peptide of 
S. kali PG (MKTFNLPLLVALFYLFVSVARS). An 
antisense specific oligonucleotide directed to the C-
terminus was designed 5´-ttaCTCGAGTGGGGCA 
GCAGGGGTAGCAGG-3, which corresponds to the 
amino acid sequence PATPAAP and a XhoI restriction 
site (underlined). Finally, the cDNA-encoding the 
whole PG nucleotide sequence was subcloned, using 
the restriction enzymes NdeI and XhoI, into the 
pET41b plasmid (Novagen, Billerica, MA, USA) as a 
fusion protein linked to a  8 His-tag histidine in the C-
terminus (His-tag). 
Expression and purification of recombinant 
polygalacturonase 
The pET41b/Salk6 construct was used to transform 
BL21(DE3) E. coli cells. LB containing 100 µg/ml 
kanamycin cultures of these cells were grown 
overnight, and then, diluted ten times and maintained 
at 37ºC until an optical density at 600 nm reached a 
value of 1.0. At that moment, cell cultures were 
induced with 1 mM isopropyl thio-β-D-galactoside at 
indicated times and temperatures to identify the best 
conditions for the expression of the recombinant 
protein. Finally, the culture was centrifuged at 6000 g 
during 20 min at 4ºC. Inclusion bodies were 
solubilized during 1 hour with 20 mM Tris-HCl pH 
8.0, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazole and 1 mM 2-
mercaptoethanol containing 6 M guanidine 
hydrochloride. This material was clarified by 
centrifugation at 12000 g during 30 min at 4ºC and the 
supernatant filtered through 0.22 µm and applied at 0.5 
ml/min into an His Trap FF crude (GE healthcare, 
Madrid, Spain). The column was washed with 20 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazole and 1 
mM 2-mercaptoethanol containing 6 M urea. Then, a 
60 min gradient to 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.5 M 
NaCl, 5 mM imidazole and 1 mM 2-mercaptoethanol 
was used to perform on-column refolding of the 
recombinant protein. The protein was then eluted using 
the same buffer but containing 0.5 M imidazole by an 
isocratic gradient. Finally, fractions containing the 
purified protein were visualized by SDS-PAGE, 
pooled and dialyzed against 20 mM ammonium 
bicarbonate. 
Sera and antibodies 
Sera from 88 patients from different regions of 
Spain, suffering from pollinosis to Amaranthaceae 
pollen were collected from Alicante (n=32), Zaragoza 
(n=28) and Murcia (n=28). Written informed consent 
was obtained from all patients. 
Mouse polyclonal antisera against recombinant PG 
from S. kali pollen was obtained by weekly injections 
of the protein (1 g) in complete Freud´s adjuvant.21 
Horseradish peroxidase-labeled goat polyclonal 
antibody against rabbit IgG was obtained from Bio-
Rad (Richmond, Calif). Horseradish peroxidase-
labeled goat polyclonal antibody against mouse IgG 
was purchased from Pierce Chemical Co. (Rockford, 
Ill). Horseradish peroxidase-labeled mouse 
monoclonal antibody against His-tag was from Sigma-
Aldrich. 
MS analysis and CD 
MS of purified protein was developed in a Bruker-
Reflex IV MALDI-TOF (Bruker-Franzer Analytic, 
Bremen, Germany). The CD spectrum was recorded in 
the far UV on a JASCO J-715 spectropolarimeter 
(Japan Spectroscopic Co., Tokyo, Japan) at a 200 
g/ml protein concentration in sodium phosphate 50 
mM, pH 7.5 at room temperature. CDNN CD spectra 
deconvolution software (AppliedPhotophysics) was 
used to deconvolute the CD spectra recorded. 
Theoretical percentages of secondary structure were 
obtained with GOR.22 
Analytical procedures 
SDS-PAGE was performed under reducing 
conditions in 15% polyacrylamide gels. Proteins were 
stained with Coomassie Blue R-250 (Sigma-Aldrich). 
Molecular mass determinations were done with 
unstained protein molecular weight markers SM0431 
(Fermentas).  
The concentration of the purified recombinant PG 
was calculated by measuring the absorbance at 280 nm 
in a DU-7 spectrometer (Beckman) using the 
theoretical extinction coefficient (0.1%) of 0.7 
calculated with ProtParam. For pollen and plant-
derived food extracts, the bicinchoninic acid protein 
assay reagent (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) 
was used to determine the total concentration of 
proteins. 
Immunological characterization 
Proteins were blotted onto nitrocellulose membranes 
(Amersham Biosciences, Barcelona, Spain) after SDS-
PAGE or 2DE. Membranes were incubated with 
individual human sera (diluted 1:10), anti-human IgE 
monoclonal antibody (diluted 1:5000) and anti-mouse 
IgG horseradish peroxidase-labeled antibody. 
Alternatively, a mouse polyclonal antisera raised 
against rSal k 6 (diluted 1:50000) followed by an anti-
mouse IgG horseradish peroxidase-labeled polyclonal 
antibody (1:3000). Alternatively, a horseradish 
peroxidase-labeled mouse monoclonal antibody 
against His-tag (1:2000) was used. For 
immunoblotting inhibition assays, individual sera or an 
equivolumetric pool of sera (n=5) (diluted 1:10) was 
preincubated with PBS, different amounts of 
recombinant PG or pollen and plant-derived food 
extracts. Chemiluminiscent signal was developed by 
ECL-Western blotting reagent (Amersham 
Bioscience). 
Indirect ELISA was performed in 96 well plates 
coated with 200 or 50 ng of purified recombinant 
protein. Prevalence of Sal k 6 was calculated with sera 
from S. kali sensitized patients (diluted 1:10), taking as 
positive reactions those absorbances at 492 nm greater 
than three-fold the standard deviations above the mean 
of controls from non-atopic donors. For inhibition 
assays an equivolumetric pool of human sera (n=5) 
(diluted 1:10) or the specific polyclonal antisera raised 
against rSal k 6 (diluted 1:50000) were previously 
adsorbed to different concentrations of pollen and 
plant-derived food extracts as inhibitors. Binding of 
human IgE was detected by anti-human IgE 
monoclonal antibody (diluted 1:5000), followed by 
rabbit anti-mouse IgG horseradish peroxidase-labeled 
antibody (diluted 1:2500) and the binding of anti-PG 
polyclonal antisera was detected by goat anti-mouse 
IgG horseradish peroxidase-labeled antibody (1:2500). 
Signal was measured at 492 nm in an iMark 
Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad). In ELISA 
experiments with individual serum, absorbance values 
Figure 1. Identification of polygalacturonase as a new allergen of S. kali pollen. A) Silver staining of 75 µg of S. kali pollen 
protein extract after two-dimensional electrophoretic separation. B) Identification of IgE-reactive spots in the Box highlighted in 
A by 2DE using an equivolumetric pool of sera (n=3) from S. kali sensitized patients. C) Boxed spots in B were excised and 
subsequently used for in-gel Trypsin digestion and mass fingerprinting analysis. D) Highlighted peptide in C was used for de 
novo MS/MS amino acid sequencing, showing at the top of the graph the amino acid sequence obtained. Molecular mass 
markers and pI are shown.
above 0.1 were taken as positives. The percentage of 
inhibition was calculated according to the next 
formula: inhibition (%) = [1-(OD492nm with 
inhibitor/OD492nm without inhibitor)] x 100. 
Basophil activation test (BAT) 
This test was performed as previously described 23. 
After blood-cell separation, 50 μL of each patient’s 
cell suspension were incubated with 50 μL of indicated 
protein concentration. To evaluate background basal 
values without stimulation (negative control), we 
added 50 μL of stimulation buffer (cRPMI), containing 
IL-3 (2 ng/mL) in the cell suspension. As a positive 
control, a monoclonal anti-IgE antireceptor antibody 
was used at a final concentration of 1 μg/mL. A 
positive response was concluded for values ≥15%, and 
stimulation index (antigen-specific response/basal 
level) ≥2. 
Figure 2. Nucleotide and amino acid sequences of PG from S. kali pollen. The signal peptide is highlighted in grey. The 
peptide obtained by de novo mass spectrometry is boxed with a continuous line. The nucleotide sequence used to design the 
oligonucleotides for Sal k 6 is highlighted in italics. Aspartic residues described to be involved in the enzymatic activity of PGs 
are boxed with a dashed line.
Results 
Identification of an IgE-reactive protein by 
de novo sequencing 
In previously analyses we have observed the 
presence of a protein band of 28 kDa recognized by the 
IgE of 5 out of 22 Amaranthaceae pollen sensitized 
patients in S. kali nitrocellulose-blotted pollen protein 
extract samples (Fig S1). Our aim has been to identify 
and study the protein corresponding to this band. 
First, we performed a 2DE analysis of S. kali pollen 
protein extract (Fig 1A). Then, we used a pool of sera 
from allergic patients to S. kali to identify the protein 
spots corresponding to the 28 kDa band previously 
observed by 1D analysis. A group of sppots was 
clearly clearly visible at about 28 kDa and pI ranging 
from 5.9 to 6.5 with IgE-binding ability by 2DE (Fig 
1B). The three squared spots in figure 1B were excised 
and analyzed by mass spectrometry (Fig 1C-D). After 
peptide mass fingerprinting of the three samples a 
peptide of 1331.6 Da corresponding to the 
DSINTDGMHIGR amino acid sequence was obtained. 
It possessed homology with the polygalacturonase 
family of proteins (Fig 1C-D). 
Figure 3. Alignment of Sal k 6 amino acid sequence with allergenic pollen PGs from indicated taxonomic plant families. Identity 
and similarity percentages were calculated using as reference Sal k 6. Arrows indicate the aspartic residues described to be involved in 
the enzymatic activity of PG. 
Cloning, sequencing and analysis of the 
cDNA-encoding the allergen Sal k 6  
The peptide obtained by mass spectrometry was 
used to design degenerated oligonucleotides to amplify 
by PCR the cDNA-encoding sequence codifying for 
the N-terminal and C-terminal end of the 
polygalacturonase of S. kali. Then, in a second round 
of PCR, we amplified the whole cDNA-encoding 
sequence by using specific oligonucleotides 
synthesized from the 5’ and 3’ end nucleotide 
sequence of the PG. This nucleotide sequence was 
deposited in the GeneBank® database with the 
accession number KC920919 and named Sal k 6 
according to the allergen nomenclature (Fig 2). The 
presence of a secretion signal peptide in the N-
terminus of the DNA sequence obtained was deduced 
from the SignalP 4.0 (Fig 2).24 This signal peptide, 
consisting of 66 nucleotides (22 amino acids), was 
removed from the cDNA-encoding sequence of Sal k 6 
used to express the recombinant protein (Fig 3). 
The analysis of the nucleotide sequence of Sal k 6 
with ProtParam rendered a pI of 6.76 and a theoretical 
molecular mass of 40064.8 Da.25 The comparison of 
the amino acid sequence of Sal k 6 with amino acid 
sequences of the allergenic polygalacturonases 
deposited in the IUIS database (www.allergen.org) 
rendered percentages of identity and similarity highly 
variable depending on the plant families such as 
Platanaceae -39 to 40% and 58% respectively- or 
Poaceae -36 to 37% and 55-56% respectively- which 
showed the highest percentages, whereas Cupressaceae 
(from 22 to 23% and from 40 to 41% respectively) 
showed the lowest percentages of identity and 
similarity (Fig 3). Despite the low identity percentages 
observed, the seven PGs compared shared the three 
aspartic residues described to be involved in the 
enzymatic activity of these proteins, and some large 
regions highly conserved (Fig 3).26 
Expression, purification and structural 
characterization of Sal k 6 
The cDNA-encoding sequence of Sal k 6 was 
subcloned into the pET41b vector and directly used to 
transform BL21(DE3) E. coli cells to produce the 
recombinant protein fused to a His-tag in the C-
terminal end.  
The recombinant protein was observed to remain 
insoluble at all conditions tested, with the highest 
amount of protein obtained after 48 h of induction with 
IPTG at 16ºC (Fig 4A). After solubilization of the 
inclusion bodies, we performed on-column refolding 
of the recombinant protein to subsequently elute the 
protein by an isocratic gradient of imidazole (Fig 4B). 
Fractions containing the purified recombinant protein 
were pooled, dialyzed and lyophilized, obtaining a 
final yield of 10 mg of purified protein per litre of cell 
culture. 
The protein was then subjected to far-UV CD 
experiments and the percentages of secondary structure 
of rSal k 6 were calculated (Fig 4C). An α-helix 
content of 28.7%, β-sheet of 52.4% and a random coil 
of 18.7% were determined, which were in accordance 
with the high content in β-sheet of the PG family of 
proteins 27. Thus, we confirmed that the recombinant 
protein was correctly folded at secondary structure 
level (Fig 4C). 
Figure 4. Expression, purification and structural 
characterization of PG from S. kali pollen. A) Analysis of the 
recombinant expression of Sal k 6 in E. coli BL21 (DE3) cells by 
SDS-PAGE at different temperatures and times of induction with 
1mM IPTG. Sb, supernatant. Pt, pellet. B) Analysis of the 
purification by affinity chromatography of rSal k 6 by SDS-
PAGE and immunostaining. C, Coomassie Blue staining. S, pool 
of five sera. C) Circular dichroism spectra of rSal k 6. Molecular 
mass markers are shown.
Assignment of the 28 kDa spots as a 
fragment of a high molecular mass allergen 
PG subfamily of proteins are enzymes comprising 
heterogeneous molecular masses ranging from 39 to 60 
kDa. These data are in agreement with the 
electrophoretic mobility of the purified recombinant 
protein of about 47 kDa calculated by SDS-PAGE and 
the theoretical molecular mass of 40064.8 Da 
calculated with the aminoacid sequence derived from 
the cDNA-encoding of Sal k 6. Then, we hypothesized 
that the 28 kDa protein spots used to obtain the PG 
sequence might be a degradation product of the higher 
molecular mass protein present in the S. kali pollen 
extract. 
To address this question, we performed IgE-
inhibition assays of S. kali pollen protein extract using 
rSal k 6 as inhibitor and sera from i) Sal k 6-positive 
patients, and ii) Sal k 6- and Sal k 1-positive patients 
(Fig 5A). Remarkably, the IgE-inhibition experiments 
showed that the specific IgEs from Sal k 6-positive 
sera directed to bands of 28 and 47 kDa were 
completely abrogated with rSal k 6. However, the 
inhibition of the specific IgEs from Sal k 6- and Sal k 
1-positive patients with rSal k 6 could only abrogate a 
protein band of 28 kDa, whereas the band of 47 kDa 
was partially inhibited due to the fact the 
electrophoretic mobility of the integral Sal k 6 and Sal 
k 1 (PME) is very similar. 
Collectively, these data confirmed that the protein 
band of 28 kDa band with IgE-binding ability 
corresponds to a degradation product of Sal k 6, and 
then, validating the identification of the new allergen 
as a polygalacturonase. 
Immunological properties of rSal k 6 
Sera from S. kali sensitized patients from three 
different regions of Spain were tested by ELISA with 
rSal k 6 (Fig 5B-D). The global prevalence of rSal k 6 
Figure 5. Assignment of the 28 kDa band as a fragment of a PG and analysis of the IgE reactivity of rSal k 6. 
A) Inhibition of the IgE-binding capability of two Sal k 6-positive patients (PME-positive and PME-negative
sensitized patients sera) to natural PG from S. kali pollen using rSal k 6 as inhibitor. Bands of 28 kDa and 47 kDa 
corresponding to Sal k 6 were identified by using a polyclonal antisera raised against rSal k 6. B) Analysis of the 
sIgE levels of three populations of patients from Spain by ELISA and five random Sal k 6-positive sera from each 
population by immunobloting (inset). Prevalence of the allergen is indicated. Potency of the allergen was calculated 
as the median value of the positive sera.
was calculated to be 30%, with prevalence values of 
14, 39 and 39% for Alicante, Murcia and Zaragoza, 
respectively. Interestingly, these data correlate with the 
levels of grains/m3 of Amaranthaceae pollen observed 
in the three populations (Fig S2). The highest values of 
prevalence and potency of Sal k 6, determined as the 
mean value of the positive sera, were observed in the 
population of Zaragoza, which possessed the highest 
amounts of grains/m3 of S. kali pollen during its 
flowering period (Fig  S2). 
IgE cross-reactivity of Sal k 6 with PGs from 
pollen and plant-derived food 
Due to the presence in all allergenic PGs of highly 
conserved regions, we hypothesized a role of Sal k 6 in 
cross-reactivity processes. To address this question, we 
first detected the presence of potential PGs in pollen 
and plant-derived food extracts to be used in IgE-
inhibition experiments. To this end, we produced two 
polyclonal antisera raised against rSal k 6 (Fig 6A). By 
ELISA, both polyclonal antisera were able to 
recognize equivalently the recombinant protein (Fig 
S3), and then, they were used to identify the 
corresponding natural protein present in S. kali pollen 
protein extract by immunoblotting. Interestingly, it was 
observed in S. kali pollen protein extract the presence 
of two bands with an electrophoretic mobility of 47 
kDa protein band corresponding to the integral PG, 
and the product of degradation of Sal k 6 of 28 kDa 
(Fig 6B). Then, we analyzed the presence of potential 
cross-reactive PGs in other pollen and plant-derived 
food protein extracts. We observed the presence of 
polygalacturonases in all pollen protein extracts tested, 
whereas we did not detect any PG in plant-derived 
food extracts potentially able to cross-react with Sal k 
6 (Fig 6B). 
Second, to determine the potential role of PGs in 
IgE cross-reactivity with pollen and pollen-food cross-
reactivity, we performed IgE-inhibition assays using 
the above tested protein extracts, sera from S. kali 
sensitized patients and rSal k 6 as inhibitor by ELISA 
and immunoblotting (Fig 6C-D). Surprisingly, only six 
out of the nine pollen protein extracts containing IgG-
reactive PGs were able to inhibit the IgE-binding to 
rSal k 6 (Fig 6C-D). The maximum levels of IgE-
Fig. 7. Basophiles activation assays. Stimulation index of patients 
allergic to S. kali pollen  and the non-atopic control patient at 
different concentrations of the allergerns are shown.
Figure 6. Identification of cross-reactive polygalacturonases 
from different pollen sources with Sal k 6. A) 40 µg of blotted 
pollen protein extracts were immunostained with a polyclonal 
antisera raised against recombinant Sal k 6 to identify potential 
cross-reactive PGs. B-C) Inhibition of the IgE-binding ability to 
500 ng (B) or 200 ng (C) of rSal k 6 using different pollen protein 
extracts as inhibitors and a pool of Sal k 6-positive sera (n=5) by 
immunobloting (B) or ELISA (C). Values of inhibition in 
percentage were calculated as the intensity lost in the samples 
inhibited regarding to the non-inhibited control (-) in B or 
according to: [1-(OD492nm with inhibitor/OD492nm without 
inhibitor)] x 100 in C. Molecular mass markers are shown.
inhibition were observed for pollens from the Oleaceae 
family (Fraxinus excelsior, Olea europaea and Siringa 
vulgaris), with IgE-inhibition ranging from 20% to 
60%, respectively. As expected due to the absence of 
IgG-reactive PGs in plant-derived food extracts (Fig 
6B), no IgE-inhibition was observed with these protein 
extracts.  
Basophil activation test (BAT) 
Three patients were selected to perform BAT (Fig 
7). A good correlation between specific IgE 
quantitation by ELISA (Patient 1: 0.92; Patient 2: 0.34 
and the Non-Atopic control: 0.02) and BAT (Fig 7) 
was observed in the two allergic patients and the non-
atopic control. At 20 µg/ml of rSal k 6 we observed 
positive activation in both allergic patients, whereas at 
5 µg/ml activation of basophils was not observed for 
any of the patients. In contrast, the non-atopic control 
was non-responder at all concentrations and allergen 
tested. 
Discussion 
S. kali is an important allergy-inducing agent in 
temperate countries such as Spain, Middle Eastern or 
USA, where not only the desertification process and its 
use in greening programs has increased the presence of 
this weed in the spanish flora but also the pollution 
derived from oil industries have largely increased the 
number of patients sensitized to S. kali. In Spain, this 
weed can be found in almost the whole territory, but 
some large regions -the South-East coast and the 
Center-East- are more likely to have a higher presence 
of this weed and a very important number of pollen 
counts during its flowering period.  
The knowledge of the allergenic components 
present in an allergenic biological source facilitates its 
diagnosis and the clinical treatment of patients 
suffering from type I hypersensitivity, mainly through 
the standardization of the extracts according to the 
relevant allergens present in an allergenic source. In S. 
kali pollen, several allergens have been described so 
far: the specific allergenic marker Sal k 1,6 the protein 
kinase homologue Sal k 2, the cobalamin independent 
methionine synthase Sal k 3, the profilin Sal k 4,8 and 
the Ole e 1-like protein Sal k 510. However, several 
relevant bands corresponding to proteins with IgE-
binding ability can be observed when analyzing the 
allergen profile of S. kali by immunostaining using 
sera from S. kali pollen sensitized patients. In this 
sense, it has been observed by ELISA that about 30% 
of the S. kali patients sensitized tested were able to 
recognize an unknown IgE-reactive band of about 28 
kDa. In this work, we have been able to identify by 
2DE and de novo sequencing by mass-spectrometry 
those spots corresponding to the 28 kDa band as a 
fragment of a PG enzyme (EC 3.2.1.15) that belongs to 
the glycosyl hydrolases family 28. PGs are involved in 
the hydrolysis of glycosidic bonds and specifically 
catalyze the hydrolisis of 1,4-α-D-galactosiduronic 
linkages in pectate and other galacturonans, and thus 
being involved in cell wall metabolism during 
ripening.28 This group of molecules displays 
heterogeneous molecular masses ranging from 39 to 60 
kDa, and some of them have been described as 
allergens 16, 19, 20. Although the molecular mass of the 
identified fragment did not correspond to this 
molecular mass, we demonstrated by inhibition 
experiments using the whole allergenic molecule rSal 
k 6 that this fragment unequivocally corresponded to a 
degradation product from a PG of electrophoretic 
mobility of 47 kDa with IgE-binding ability. Probably, 
the integral PG allergen has remained unnoticed 
because the marker of sensitization of S. kali pollen –
the PME Sal k 1- shares similar physicochemical 
properties than the integral Sal k 6. In this sense, as Sal 
k 1 possessed a similar molecular mass and an 
electrophoretic mobility of about 40 kDa6, Sal k 6-
positive patients could have been wrongly identified 
by SDS-PAGE as Sal k 1-positive patients. 
To date, there are only three plant families described 
to contain allergenic PGs: Platanaceae, Poaceae and 
Cupressaceae.15-20 In this work, we have identified not 
only the Amaranthaceae family as a new plant family 
containing allergenic pollen PGs but also we have 
further demonstrated the presence of cross-reactive 
PGs in pollen from the Oleaceae and Betulaceae 
families. Interestingly, we observed higher identity and 
similarity values between Sal k 6 with PGs from 
related than non-related phylogenetically allergenic 
PGs. In this sense, PGs from Platanaceae and Poaceae 
families belonging to the taxonomic division 
Magnoliophyta shared the highest percentages of 
identity and similarity with PG from S. kali–40 to 41% 
and 60 to 61%, respectively-, whereas PG from the 
Cupressaceae family belonging to the division 
Pinophyta showed the lowest identity and similarity 
percentages with Sal k 6 and PGs from the other two 
families -26 to 28% and from 42 to 45%, respectively. 
Moreover, the PG from S. kali pollen, belonging to the 
Magnoliophyta division showed intermediate 
percentages of identity and similarity -36 to 40% and 
55 to 58%, respectively- with Magnoliophyta-related 
sources and 22-23% and 40-41% with Pinophyta-
related sources. Remarkably, despite the important 
differences in the amino acid sequences of the 
indicated allergenic PGs, these molecules shared 
highly conserved regions, especially in those amino 
acids close to the residues involved in the enzymatic 
activity (Fig S5)26, and then, supporting a potential 
implication of Sal k 6 in cross-reactivity processes.  
Sal k 6 was observed to be a minor allergen in the 
three populations of sera tested with a prevalence 
ranging 19% and 39% of S. kali sensitized patients and 
we confirmed the capability of rSal k 6 of induce 
basophils activation from blood of S. kali pollen–
sensitized patients. Remarkably, we observed a clear 
correlation between the counts of grains of 
Amaranthaceae pollen in the atmosphere appearing in 
the three regions tested, and the prevalence and the 
sIgE levels to Sal k 6 in the sensitized patients. In this 
sense, although the prevalence for rSal k 6 was similar 
in the sensitized patients from Zaragoza and Murcia, 
the potency of the allergen in Zaragoza was higher, 
which correlated with the highest counts of pollen 
observed in this region. On the other hand, sera from 
sensitized patients from Alicante showed the lowest 
prevalence and potency of the allergen, which again 
correlated with the lowest counts of grains of 
Amaranthaceae pollens. Collectively, these data seem 
to indicate the high importance of the count levels of 
Amaranthaceae pollen with the potency and prevalence 
of Sal k 6.  
Remarkably, we investigated the potential 
association of Sal k 6 in pollen-pollen and pollen-plant 
polysensitization. First, the presence of potential PGs 
able to cross-react with Sal k 6 in several allergenic 
pollens from related and non-related plant families by 
using polyclonal antisera raised against Sal k 6 was 
determined. The absence of potential PGs sharing IgG 
epitopes with Sal k 6 in plant-derived food extracts 
pointed out to only a potential implication of Sal k 6 in 
pollen-pollen cross-reactivity. Interestingly, as 
depicted by the experiments with the polyclonal 
antisera, we observed that the pollens having IgG 
cross-reactive PG were those from Magnolyophita 
division, which showed the highest identity and 
similarity percentages with Sal k 6, whereas pollen 
from Pinophyta division, which did not show IgG 
cross-reactivity, showed the lowest percentages of 
identity and similarity with Sal k 6. Secondly, we 
confirmed the implication of Sal k 6 in IgE cross-
reactivity processes by means of IgE-inhibition 
experiments. As expected from the antigenic 
behaviour, we only observed pollen-pollen IgE cross-
reactivity and a total absence of cross-reactivity with 
plant-derived food extracts. Remarkably, the highest 
IgE inhibition values were observed with those pollens 
from phylogenetically related plant families, with no 
inhibition observed with pollen from plants belonging 
to Poaceae, Platanaceae or Cupressaceae families. 
In summary, the here presented work shows that Sal 
k 6 is a relevant allergen of S. kali pollen and is 
implicated in pollen-pollen cross-reactivity. Although 
neither IgG nor IgE cross-reactive PG was found in 
plant-derived foods, we can no discard the presence of 
allergenic PGs in other plant-derived food extracts. 
Finally, the production of the recombinant PG has 
demonstrated to be a good approach to study the 
allergenic character of this protein, making rSal k 6 a
good candidate to deep in the allergenic properties of 
this family of allergens. 
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Fig S1. Immunostaining of 40 µg of pollen protein 
extract from S. kali with individual sera from S. kali pollen 
sensitized patients. The band of about 28 kDa is  
highlighted. Molecular mass markers are shown. 
 Fig S2. Allergenic potency of rSal k 6 in the three 
populations of sensitized patients to S. kali pollen from 
Spain was calculated as the mean absorbance (green circle) 
at 492 nm of the rSal k 6-positive patients. Standard 
deviation is also included in the graph. The count level of 
grains/m3 of Amaranthaceae pollen in the three regions of 
precedence of the sera is also indicated (red square). 
Fig S3. Titration of the two polyclonal antisera raised 
against rSal k 6 in comparison to a control IgG against  rSal 
k 6 (50 ng) by ELISA. 
 Fig S4. Absence of cross-reactive polygalacturonases 
from different plant-derived food sources with Sal k 6 was 
confirmed by immunostaining and IgE-inhibition 
experiments. A) 40 µg of blotted pollen protein extracts were
immunostained with a polyclonal antisera raised against 
recombinant Sal k 6 to identify potential cross-reactive PGs. 
B) Inhibition of the IgE-binding ability to 200 ng of rSal k 6
using different pollen protein extracts as inhibitors and a pool 
of Sal k 6-positive sera (n=5) by ELISA. Values of inhibition 
in percentage were calculated according to: [1-(OD492nm 
with inhibitor/OD492nm without inhibitor)] x 100. 
Molecular mass markers are shown. 
Fig S5. Three-dimensional representation of 
polygalacturonase from S. kali pollen using as template the 
endopolygalacturonase from Asperillus niger (1czf). In 
yellow are highlighted the most conserved amino acid 
regions of the protein. Arrows indicate the aspartic residues 
involved in the catalytic activity of PGs. 
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TABLE I. Between- and within-study group changes in measured variables
Variables
Within-group change across visits* Between-group change
across visits (95% CI)y P valuePlacebo (95% CI)z P value Mepolizumab (95% CI)z P value
Blood eosinophils§ 0.77 (0.58-1.03) .173 4.6 (2.6-7.9) .001 6.1 (3.9-9.7) <.001
% Sputum eosinophils§ 1.2 (0.6-2.2) .347 2.2 (0.6-4.3) .236 1.8 (1.1-3.0) .032
FENO§ 0.95 (0.7-1.2) .852 0.96 (0.8-1.2) .781 1.0 (0.8-1.3) .924
Postbronchodilator FEV1/% predicted 0.92 (22.1 to 3.9) .172 20.99 (26.9 to 4.9) .456 21.9 (26.0 to 2.2) .433
Modified JACQ 0.05 (20.2 to 0.3) .171 0.59 (0.3-0.9) .001 0.54 (0.01-1.06) .047
*Within-group changes presented are the mean change for each variable over a 12-month observation period, from the baseline visit of the observation period (ie, final treatment
visit of clinical trial), computed by using a repeated-measures model (see the Online Repository at www.jacionline.org).
Between-group changes are expressed as the within-group change in the mepolizumab group compared with the within-group change in the placebo group. For variables reporting
fold change, comparisons of between-group change are expressed as the ratio of fold change.
Former allocation treatment in the blinded study. Subjects were treated with standard of care during the follow-up observation period.
§Changes expressed as fold change. FENO, Fraction of exhaled nitric oxide.
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Ash pollen immunoproteomics: Identification,
immunologic characterization, and sequencing
of 6 new allergens
To the Editor:
Ash (Fraxinus excelsior) is widely distributed in Northern and
Central Europe. Although yearly ash pollen counts are in the
range of 1000 grains/m3, their clinical relevance has been
undervalued because ash pollination overlaps with that of
Betulaceae.1 Subsequently, ash has not been included in
diagnostic assays,2 although it is responsible for extensive
pollinosis in Alsace (France) and Austria where ash pollination
occurs after birch,2 and in Switzerland where it is as frequent as
birch pollinosis.3
Allergic patients are commonly diagnosed and treated with
protein extracts from natural sources. An alternative approach for
allergy diagnosis and personalized treatment of patients consists
of the use of purified allergens. For this purpose, it is necessary to
know the near complete allergogram of the source responsible for
the sensitization.
Despite the complexity of the IgE-reactive protein profile
observed by 1D-electrophoresis (1DE) analysis of F excelsior
pollen,4,5 Fra e 1 is the only ash pollen allergen isolated, produced
as recombinant protein, that has been characterized.4 We
therefore performed an extensive 2D-electrophoresis (2DE)
FIG 1. IgE-reactive proteins identified by immunoproteomic profiling of ash pollen extract. A, 2DE separa-
tion of ash pollen extract followed by silver staining. IgE-immunoblot after 2DE using 15% (B) or 17%
(C) polyacrilamide gels. IgE immunostaining was performed with a selected equivolumetric pool of
8 sera directed against high-MW allergens (Fig 1, B) or 8 sera directed against low-MW allergens
(Fig 1, C).4,5 D, 2DE as in B and C, and immunostaining with the indicated polyclonal antisera raised
against known olive pollen allergens to identify the main IgE-reactive components of ash pollen extract.
The IgE-reactive spots named in B and C were identified according to the IgG reactivity in D.
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using serum of 25 ash pollen–sensitized patients with IgE
reactivity to ash and olive pollen extracts as assessed by ELISA
(see Table E1 in this article’s Online Repository at www.
jacionline.org). On average, silver-stained gels showed 165 6
15 spots between isoelectric points (pI) 3.5 and 8.2 and molecular
weights (MWs) between 4 kDa and 70 kDa (see Fig 1, A). To
visualize IgE-binding proteins, 2D-immunoblots were performed
by using 2 independent pools containing the sera of 8 different
ash pollen–allergic patients (see Fig 1, B and C). We found
35 6 2 IgE-binding proteins with pIs ranging from 3.8 to 8.1
and MWs ranging between 8 kDa and 66 kDa. A main group of
IgE spots centered at mildly acidic-neutral pI and having MWs
about 18 to 22 kDa corresponded to Fra e 1 isoforms.4,5
We hypothesized that most of the observed IgE-reactive bands
might correspond to proteins with similar molecular features
(pI and MW) to previously described olive pollen allergens: Olee 1, Ole e 2, Ole e 3, Ole e 6, Ole e 7, Ole e 9, Ole e 10, Ole e 11,
and Ole e 12.6 To address this question, we then performed a
complete immunoproteomic study of ash pollen extract by 2DE
by using polyclonal antisera raised against the most relevant olive
pollen allergens (see Fig 1, D). We identified IgG-reactive
proteins and named them as Fra e 1, Fra e 2, Fra e 3, Fra e 6,
Fra e 7, Fra e 9, Fra e 11, and Fra e 12, according to the olive
homologues recognized by the rabbit antisera. The so identified
proteins and their cross-reactive isoforms corresponded to most
of the identified IgE-reactive allergens (see Fig 1, B and C). Fra
e 10 was detected only by 1DE (data not shown).
These findings suggest high sequence identity between olive
and ash pollen allergens. To confirm this hypothesis, cDNA
encoding 6 ash pollen allergens not previously reported (Fra e 2,
Fra e 3, Fra e 6, Fra e 10, Fra e 11, and Fra e 12) was amplified by
PCR, cloned, and sequenced (see Table E2 in this article’s
Online Repository at www.jacionline.org).4 cDNA encoding the
FIG 2. Amino acid sequences of ash allergens and IgE-binding inhibition assays to ash pollen extract
and allergenic contribution of ash pollen allergens. A, Amino acid sequences of the 6 new allergens from
F excelsior pollen and alignment with theirO europaea counterparts.Dots, Same amino acid than reference.
Dash, Gaps. Identity and similarity were calculated without the theoretical signal peptide. Accession
numbers: Fra e 2 (KC920922), Fra e 3 (KC920923), Fra e 6 (KC920921), Fra e 10 (KC920924), Fra e 11
(KC920915), Fra e 12 (EF626802), Ole e 2 (A4GE44), Ole e 3 (O81092), Ole e 6 (O24172), Ole e 10 (Q84V39),
Ole e 11 (D8VPP5), and Ole e 12 (E1U332). B, Inhibition of the IgE binding to ash pollen extract subjected
to 1DE by using a pool of 8 randomly selected sera different from those used in Fig 1 to avoid any bias
toward any particular allergen and a cocktail of 2.5 mg/mL of each of the olive pollen allergens
homologous to Fra e 1, Fra e 2, Fra e 3, Fra e 6, Fra e 7, Fra e 9, Fra 10, Fra e 11, and Fra e 12 as inhibitors.
2, No inhibitor;1, with inhibitors; N, nonatopic serum. C, Inhibition of the IgE binding to ash pollen extract
subjected to 2DE by using the same olive allergen cocktail. Left, No inhibitor. Right, With inhibitors.
A nonatopic serumwas used as control.D, Specific IgE levels for each olive pollen allergen in optical density
at 492 nm for the 25 ash pollen–sensitized sera obtained by using ELISA. E,Median value (red dot) and SD
(red error bars) are also represented.
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ash pollen codified for polypeptides ranging from 50 amino acids
for Fra e 6 to 341 for Fra e 11 (see Fig 2, A). Ash allergens
possessed physicochemical properties similar to those of olive
pollen: acidic to mildly acidic proteins (4.3 to 6.5) except Fra e
7 with a basic pI of 8.2, low to medium MWs (5.8-37.4 kDa),
and the presence of signal peptides for Fra e 6, Fra e 10, and
Fra e 11. The sequence identity between ash and olive pollen
allergens ranged from 84% to 97%, and sequence similarity
ranged from 94% to 99%, except for Fra e 11, which presented
the lowest identity and similarity (79% and 90%, respectively)
with its olive counterpart (see Fig 2, A).
Considering the high amino acid sequence identity and
similarity between ash and olive pollen allergens, we hypothe-
sized that purified olive pollen allergens could be used to assess
the significance, potency, and prevalence of ash pollen allergens.
We then performed IgE-inhibition assays of the ash pollen extract
with ash-sensitized patients’ sera and the panel of purified olive
pollen allergens as inhibitors. By densitometry of 1DE and 2DE
IgE-inhibition assays, we measured a 95% reduction in the IgE
binding obtained with the IgE serum pool without inhibitors
(see Fig 2, B and C). The residual IgE-positive signals might be
due to the recognition of specific isoforms not so cross-reactive
to olive pollen allergens because of differences in their
amino acid sequence or glycosylation patterns. Alternatively,
the presence of other allergens different from those present in
olive pollen should not be discarded. In a recent publication
analyzing ash pollen components by proteomics based on 2D
and mass spectrometry,7 the authors identified Fra e 1, Fra e 2,
and Fra e 3 as relevant allergens and b-galactosidase, malate de-
shydrogenase, and a 4-EF hand Ca-binding protein as minor ash
pollen allergens, with the vast majority of major allergen
spots unidentified.7 Then, the IgE reactivity observed in the
IgE-inhibition assays might be associated with these minor
allergens.7
As IgE-inhibition assays validated the use of purified olive
pollen allergens to characterize the IgE immune response of ash
pollen–sensitized patients, we tested their IgE-binding ability by
using ELISA. The deduced prevalence for the cross-reactive ash
allergens ranged between 64% and 92% for the major allergens
Fra e 1, Fra e 2, Fra e 9, and Fra e 11 and between 4% and 32% for
the minor allergens Fra e 3, Fra e 6, Fra e 7, Fra e 10, and Fra e 12
(see Fig 2, D and E). These findings are in accordance with
previous reports involving related and nonrelated allergenic
sources, except for Fra e 10, which was previously described as
a major allergen in olive pollen.6,8
Collectively, our findings show that theFexcelsior allergogram
responsible for allergy symptoms in ash-sensitized patients is
highly similar to that obtained from Olea europaea, which
supports the high cross-reactivity of patients to both pollens.
We suggest that it is possible to use indistinctly purified allergens
from ash or olive pollen for diagnosis purposes.
Additional information is available (see this article’s Methods
section and References in the Online Repository at www.
jacionline.org).
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METHODS
Pollen protein extracts
Pollens from Fraxinus excelsior and Olea europaea were obtained from
ALK-Abello (Madrid, Spain). Pollen protein extracts were obtained by saline
extraction as described previously.E1,E2 Protein extract concentration was
determined by using the Lowry method according to established protocols.
Serum samples, allergenic proteins, and antibodies
The Ethical Committee of the Complutense University (Madrid, Spain)
approved the protocols used for experimental work with mice and all the
methodology related to the use of human sera in the study.
Twenty-five patients from Strasbourg (France) with pollinosis to ash (see
Table E1 in this article’s Online Repository at www.jacionline.org), a class
radioallergosorbent test result ranging from 1 to 6 as determined by using
the CAP method (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), positive
skin prick test reactions to ash pollen extract, and no migratory background to
or from the Mediterranean area were included in this study.E1,E2 Furthermore,
1 nonatopic patient was used as a negative control. All patients provided
informed consent. Patient’s sera were positive to ash and olive pollen extract
by ELISA (correlation of 0.93).
Polyclonal antisera against indicated natural purified olive pollen allergens
were prepared by immunizing separately New Zealand white rabbits in a
6-week period by weekly injections of the protein (100 mg) in complete
Freund adjuvant. A horseradish peroxidase–labeled goat polyclonal antibody
against rabbit IgG was obtained from Bio-Rad (Richmond, Calif). A mouse
mAb against human IgE was kindly donated by ALK-Abello. A horseradish
peroxidase–labeled rabbit polyclonal antibody against mouse IgG was
purchased from Dako (San Just Desvern, Barcelona, Spain).
Allergenic olive proteins were purified according to previously published
protocols,E3 and their concentration determined by using the micro BCA Pro-
tein Assay kit (Pierce, Rockford, Ill).
1DE, 2DE, and analytical procedures
SDS-PAGE was alternatively performed in 15% or 17% polyacrylamide
gels under reducing conditions in the presence of 5% b-mercaptoethanol
according to established protocols. Proteins were stained with Coomassie
Blue R-250 (Sigma-Aldrich, Quımica, Spain). Molecular mass was deter-
mined with protein markers MW-SDS-70L (Sigma-Aldrich).
2DE was performed in a PROTEAN IEF Cell using 7 cm length, pH 3 to 10,
linear ReadyStrip IPG (Bio-Rad) under reducing conditions in the presence of
tributylphosphine, and/or dithiothreitol, and iodoacetamide, followed by 15%or
17% SDS-PAGE. Proteins were visualized after silver staining or alternatively
transferred to nitrocellulose membranes for immunostaining with ash pollen–
sensitized patient’s sera or polyclonal antisera. Experiments were performed in
triplicate. Images show a representative image of the experiment.
Immunological assays
Proteins were alternatively transferred to nitrocellulose membranes
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) after SDS-PAGE or 2DE under
reducing conditions. Membranes were incubated with individual or an
equivolumetric pool of human sera (diluted 1:10), mouse anti-human IgE
mAb (Alk-Abello) (diluted 1:5000), and rabbit anti-mouse IgG horseradish
peroxidase–labeled antibody (Dako) (diluted 1:2500). Alternatively, mem-
branes were incubated with rabbit polyclonal antisera raised against olive
pollen allergens (diluted 1:10000) followed by goat anti-rabbit IgG horse-
radish peroxidase–labeled polyclonal antibody (Bio-Rad) (diluted 1:3000) as
previously described.E1,E4 For immunoblotting inhibition assays, an equivolu-
metric pool of 8 sera (diluted 1:10) was preincubated with PBS, or 2.5 mg/mL
of each purified allergen as inhibitors.E1,E4 Chemiluminiscent signal was
developed by using ECL-Western blotting reagent (Amersham Biosciences).
Immunoblotting inhibition assays were quantified by densitometry by using
the Multi Gauge software (Fujifilm, Barcelona, Spain). Percentage of IgE in-
hibition was calculated considering the IgE-binding signal with the mem-
branes incubatedwith the IgE serum pool in the absence of inhibitors as 100%.
Indirect ELISA was performed in 96-well plates coated with 0.1 mg of
purified proteins or 20mg of pollen extract per well. Assayswere performed by
using individual human serum samples, or alternatively, an equivolumetric
pool of human sera (n5 5) (diluted 1:10), previously adsorbed with indicated
concentrations of inhibitors for the inhibition assays.E1,E4 Binding of human
IgE or specific polyclonal antisera was detected as described above. Signal
was developed with o-phenylenediamine diluted in citrate buffer, stopped
with 1 mol/L H2SO4, and measured at 492 nm in an iMark Microplate Absor-
bance Reader (Bio-Rad). ELISA experiments were performed in triplicate,
and absorbance values above 0.1 were taken as positives.
Cloning strategy
cDNA from F excelsior pollen was synthesized from total RNA by using
the SMART RACE cDNA amplification kit (BD Biosciences-Clontech, Ma-
drid, Spain) according to the manufacturer instructions and directly used as
template in PCR reactions. Amplification of F excelsior pollen allergens by
PCR was performed by using degenerate and nondegenerate oligonucleotides
(see Table E2 in this article’s Online Repository at www.jacionline.org) de-
signed from conserved nucleotide sequences from related (olive) and nonre-
lated phylogenetically homologues as previously described.E5,E6 PCR
products were cloned into the pCR2.1 plasmid (Invitrogen, Groningen, The
Netherlands), and DNA from 4 to 6 clones of each construction sequenced
by using M13 forward and M13 reverse oligonucleotides.
Statistical analysis, amino acid sequence analysis,
alignment and modeling
WeusedMicrosoft Excel 2007 for the analysis ofELISAdata sets to calculate
mean and standard error of themean. The presence and location of signal peptide
cleavage site in the amino acid sequences of ash pollen allergens was calculated
with SignalP 4.1,E7 and the theoretical molecular mass of the mature proteins
without the signal peptide was calculated with the ProtParam tool.E8 Alignment
of sequences was made by using the freely available GeneDoc software. 3D
structure modeling of the allergens was made by using SWISS-MODEL, the
fully automated protein structure homology-modeling server of the Swiss Insti-
tute of Bioinformatics (http://swissmodel.expasy.org/).E9Models obtainedwere
represented with Visual Molecular Dynamics.E10
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TABLE E1. Clinical data of the ash pollen–sensitized patients included in the study
Patient no. Sex
RAST Skin test (D 1 d)/2 (mm) ELISA (OD at 492 nm)
Class kU/L Histamine Ash pollen extract Ash pollen extract Olive pollen extract
1 F 3 7.45 4.5 9 0.62 0.92
2 F 2 2.77 5 7 0.17 0.17
3 M 3 7.03 5.5 - 0.11 0.11
4 F 2 2.27 7.5 5 0.23 0.43
5 F 4 17.8 6.5 8.5 0.31 0.37
6 M 3 13 8 8.5 0.14 0.15
7 M 3 11.7 6.5 8.5 0.55 0.69
8 M 3 4.95 5.5 8.5 0.81 1.28
9 M 6 >100 4 5 0.74 1.12
10 F 2 1.42 6.5 7.5 0.24 0.32
11 F 2 3.35 4.5 9 0.33 0.32
12 M 2 1.14 4.5 6.5 0.15 0.12
13 F 3 16.5 4.5 4.5 0.50 0.89
14 F 3 4.95 6 10 0.19 0.24
15 F 2 1.19 6.5 9.5 0.09 0.10
16 M 3 5.26 5.5 8 0.32 0.63
17 F 4 25.4 6.5 10 0.92 1.12
18 F 5 56.9 3.5 7.5 0.43 0.53
19 M 3 7.36 6.5 14 0.24 0.35
20 M 2 2.34 7 - 0.20 0.18
21 F 4 21.7 5 9 0.35 0.62
22 M 2 2.64 6 - 0.41 0.64
23 M 2 0.83 4.5 6.5 0.23 0.18
24 F 3 16.1 6 4.5 0.07 0.06
25 M 4 49.4 6.5 8.5 0.52 0.95
Patients were recruited according to a positive cutaneous test response to ash pollen extract and absence of a migratory background to or from Mediterranean area. Patients’ ages
ranged between 18 and 63 years (mean, 28.5 y).
F, Female; M, male; -, not done.
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TABLE E2. Oligonucleotides used to clone ash pollen allergens by using PCR
Allergen Forward primer 59->39 Reverse primer 59->39
Fra e 2 ATG TCN TGG CAR RCN TAY GT TTA RAA NAT YTT NGC NAC RTC YTT
Fra e 3 ATG GCC GAC GAT CCA CAG GAA GT CTA GAA GAT TTT TGC AAC ATC CTT GAC
Fra e 6 ATG GAC GAG GCC CAG TTT TTA RTT NGG YTT RAA RTT NGC
Fra e 10 ATG CGA GGA ACC GCA TCA AGA GAG GAA TGA GCA
Fra e 11 ATG GAT GAT AGA GTA CCT ATT CC TTA AGC TTT GGC GGG GGG
Fra e 12 ATG GCT GAG AAA ACC AAG ATT TTG TTA AAC AAA TTG ATT AAG GGA CTC CTC
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■Abstract
Background: Ash (Fraxinus excelsior) is an important source of allergenic pollen in temperate areas of Europe. Profilin and polcalcin are two 
important panallergens involved in cross-reactivity between different sources.
Objective: To clone and produce as recombinant proteins Fra e 2 (profilin) and Fra e 3 (polcalcin) as well as evaluate their immunological 
properties using the natural forms obtained from ash pollen.
Methods: Total RNA from ash pollen was used as template to obtain the specific cDNA sequences of the two panallergens. The cDNA-
encoding sequences were cloned into the pET11b expression vector and used to transform BL21(DE3) Escherichia coli cells. Proteins were 
expressed, purified by chromatography and characterized by circular dichroism, mass spectrometry and immunologically by western blot and 
ELISA using profilin and polcalcin polyclonal antibodies and human sera from ash pollen-sensitized patients.
Results: Profilin and polcalcin amino acid sequences from ash pollen showed a high degree of identity with homologous allergens from 
different sources. The cDNA-encoding allergen sequences were expressed as non-fusion recombinant proteins and purified to homogeneity. 
Secondary structure values were similar to those obtained from other members of these families. Allergenic properties of the recombinant 
allergens were observed to be equivalent to those of the natural counterparts from F. excelsior pollen.
Conclusions: Fra e 2 and Fra e 3 recombinant allergens might be used in clinical diagnosis to determine profilin and polcalcin specific IgE 
levels present in the sera of ash pollen-sensitized patients, thus facilitating the finding of the sensitizing source in areas with complex 
sensitization profiles.
Key words: Ash pollen, Panallergens, Polcalcin, Profilin, Recombinant allergen.
■Resumen
Antecedentes: El polen de fresno (Fraxinus excelsior) es una importante fuente alergénica en zonas cálidas de Europa. La profilina y polcalcina 
son dos panalérgenos implicados en reactividad cruzada.
Objetivos: Clonar y producir Fra e 2 (profilina) y Fra e 3 (polcalcina) como alérgenos recombinantes. Comparar sus propiedades inmunológicas 
con sus formas naturales del polen de fresno.
Métodos: El RNA total de polen de fresno se utilizó como molde para obtener los cDNAs específicos de ambos panalérgenos. Dichos cDNAs 
se clonaron en el vector de expresión pET11b y se transformaron células de Escherichia coli  BL21(DE3). Las proteínas se caracterizaron 
mediante dicroísmo circular, espectrometría de masas, inmunodetección en membrana y ELISA utilizando anticuerpos policlonales frente a 
profilina y polcalcina y sueros de pacientes alérgicos a polen de fresno.
Resultados: Las secuencias de aminoácidos de la profilina y polcalcina de polen de fresno presentaban una identidad de secuencia elevada 
con alérgenos homólogos. Dichos alérgenos se expresaron como proteínas recombinantes independientes y se purificaron a homogeneidad. 
Los valores de estructura secundaria fueron similares a los de otros miembros de estas familias. Las propiedades alergénicas de los alérgenos 
recombinantes resultaron ser equivalentes a los de sus homólogos naturales del polen.
Conclusiones: Los alérgenos recombinantes Fra e 2 y Fra e 3 podrían usarse en diagnóstico clínico para determinar los niveles de IgE 
específicos para profilina y polcalcina en los sueros de los pacientes sensibilizados a polen de fresno, facilitando así la identificación de la 
fuente sensibilizante en áreas donde los pacientes presentan perfiles alergénicos complejos.
Palabras clave: Polen de fresno, Panalérgenos, Polcalcina, Profilina, Alérgenos recombinantes.
 
Introduction 
Oleaceae family is composed of about 400 species. 
From an allergenic point of view, the most 
representative genus is Olea with olive tree (Olea 
europaea) as the second most important allergy inducer 
pollen in Mediterranean countries and the first one in 
some large Spanish regions [1-4].  
Ash (Fraxinus excelsior) is the Oleaceae specie 
mainly distributed over central-Europe. The widespread 
use of this tree as a resource to obtain wood has turned 
ash pollen into an important allergenic source. 
Furthermore, the high structural similarity observed 
between members of the Oleaceae family make the study 
of these pollens good candidates to focus on cross-
reactivity processes [5]. So far, the presence of profilin, 
polcalcin and the member of the Ole e 1-like family (Fra 
e 1) allergens from F. excelsior have been described and 
the latter has been the unique characterized [5-7]. 
Profilin and polcalcin are known panallergens 
involved in cross-reactivity processes. Both allergens are 
small acidic proteins with molecular masses of 14-15 
kDa and 9 kDa, respectively. Profilins are actin-binding 
proteins involved in the regulation of the polymerization 
changes in the microtubule cytoskeleton and 
microfilament dynamics and are also part of different 
signalling pathways like those of proteins of the 
Ena/VASP family [8]. On the other hand, polcalcins 
belong to a two EF-hand Ca2+-binding protein family 
and are implicated in signalling processes, neuronal 
exocytosis and in pollen tube growth [9, 10]. Both, 
profilin and polcalcin have been described as 
panallergens in several pollen sources as Betula 
verrucosa, Chenopodium album or O. europaea [7, 9, 
11-13], and profilin in foods and latex [14]. Both 
allergens are highly conserved among species, showing 
their amino acid sequences high identity with their 
counterparts of other allergenic sources (between 60- 
90% in polcalcins and more than 75% in profilins), what 
explains the high degree of cross-reactivity observed 
between members of the same family. 
Profilin has been reported as a major allergen from 
pollen and food sources like C. album or Cucumis melo, 
respectively [15, 16], and in polysensitized populations 
to olive [13] or grass [17] pollens. Polcalcins have been 
usually described as minor allergens in most of the 
analyzed sources but still recruiting a high percentage of 
specific IgE, ranging from 10 to 40% in allergic patients. 
Out of their designation as major or minor allergens, 
both proteins are important markers of polysensitization, 
and at least in the case of profilins, a previous 
sensitization to aeroallergens from pollens causes a later 
challenge to their counterparts present in some foods 
with the consequent triggering of an oral allergy 
syndrome [18]. Indeed, sensitization to latex profilin has 
been reported to occur through primary sensitization to 
pollen or food allergens [19]. Polcalcins are involved in 
processes occurring during pollen germination. Indeed, 
they have been only described in pollen grains, and 
accordingly they have not been associated to pollen-food 
cross-reactivity [20]. 
In this work we described the recombinant expression 
and characterization of these panallergens from ash 
pollen that would facilitate their standardization in the 
extracts, improve the component-resolved diagnosis of 
allergy to pollens from the Oleaceae family [21], and 
also might help to simplify and design the correct 
treatment of the polysensitized patients. This is 
particularly relevant in areas where a complex level of 
exposure to different pollens takes place as a result of 
the overlap of different allergenic sources, which 
hampers the diagnosis of these patients [17, 22]. 
Methods 
Plasmids and cells 
TOPO-TA Cloning kit (Invitrogen, Groningen, The 
Netherlands) was used to obtain partial and full cDNA-
encoding sequences of Fra e 2 and Fra e 3 according to 
the manufacturer instructions. cDNA sequences were 
subcloned into the pET11b plasmid (Novagen, Billerica, 
MA, USA) and used to transform E. coli DH5α F´ cells 
(Invitrogen). Expression of recombinant proteins was 
performed in BL21(DE3) cells (Agilent Technologies, 
La Jolla, CA, USA). 
Protein food and pollen extracts 
Pollens from indicated species were purchased from 
Allergon (Ängelholm, Sweden). Protein pollen extracts 
were obtained by saline extraction as described 
previously [23]. Indicated nuts and fruit protein extracts 
were obtained as previously described [24]. 
Sera and antibodies 
Twenty-five sensitized patients to ash pollen from 
Strasbourg (France) with demonstrated pollinosis to ash 
 
pollen by prick test, specific IgE to ash pollen extract 
between class 1 and 6 as determined by the CAP-RAST 
method (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Sweden), no migratory background to or from 
Mediterranean areas and, then, with ash pollen as 
primary Oleaceae sensitizer, were recruited for the study 
after attendance to the Service de Pneumologie of the 
Hôpital Lyautey (Hôpitaux Universitaires de 
Strasbourg). This patient population randomly selected 
was positive to Fra e 1 at the same extent than 
previously published results [7, 25], being representative 
of ash pollinosis with no bias to any specific allergen. 
All patients and the non-atopic control gave written 
informed consent. The Ethical Committee of the 
Complutense University (Madrid, Spain) approved the 
protocols used for experimental work with mice and all 
the methodology related to the use of human sera in the 
study as the Ethical Committee from the Hôpital 
Lyautey (Strasbourg, France). 
Rabbit polyclonal antisera against profilin Ole e 2 
(Ole e 2 pAb) or polcalcin Ole e 3 (Ole e 3 pAb) from O. 
europaea pollen were obtained by weekly injections 
(100 µg) of the allergen in complete Freund´s adjuvant. 
The production of these antibodies was supervised by 
the animal facility of the Fundación Jiménez Díaz 
(Madrid, Spain) to ensure that the experiments were 
performed in accordance to Spanish legislation and the 
guidelines of Ethical Committee of the Fundación 
Jiménez Díaz and Complutense University of Madrid. 
Horseradish peroxidase-labeled goat anti-rabbit 
polyclonal IgG was obtained from Bio-Rad (Richmond, 
CA, USA). Mouse monoclonal IgG against human IgE 
was kindly donated by ALK-Abelló. Horseradish 
peroxidase-labelled goat polyclonal IgG against mouse 
Ig was purchased from Pierce Chemical Co (Rockford, 
IL, USA). Horseradish peroxidase-labeled rabbit 
polyclonal IgG against mouse Ig was from Dako (Sant 
Just Desvern, Barcelona, Spain). 
Cloning and recombinant expression of Fra e 2 and Fra e 3 
Total RNA from ash pollen was isolated as described 
[6] and used as template to obtain the cDNA by reverse 
transcription according to the instructions of the 
SMART RACE cDNA amplification kit (BD 
Biosciences/Clontech, Madrid, Spain). Amplification of 
Fra e 2 and Fra e 3 specific sequences was performed 
using degenerate oligonucleotides spanning the different 
sequences of previously described profilin and polcalcin 
allergens and an unspecific primer (UPM) included in 
the kit. 
Two steps were followed to clone both proteins. A 
first PCR round was performed with the UPM primer 
and degenerate oligonucleotides 5´-
atacatATGTCNTGGCARRCNTAYGT-3´, codifying for 
MSWS/AYV for Fra e 2 with a NdeI restriction site 
underlined,and 5 -´atgaattcTTARAANATYTTNGCNACRTCYTT-3
 ´codifying for KDVAK I/M F for Fra e 3 with an EcoRI 
restriction site underlined. Then, the cDNA of Fra e 2 
was cloned in a second round of PCR using the same 
degenerate sense primer and the antisense oligonucleotide 
5 -´CTCATTGANCAGGGCCTGTAGCTCGAGTCC-3  ´codifying 
for LIDQGL, whose sequence was obtained from the 
sequencing of the first PCR round. For Fra e 3, the 
second round of PCR was performed using the 
previously obtained cDNA and the specific sense           
5´-atacatATGGCCGACGATCCACAGGAAGT-3´ with a 
NdeI restriction site underlined (MADDPQE), and the 
antisense 5 -´aaagaattcctaGAAGATTTTTGCAACATCCTTGAC-3´ 
(VKDVAKIF) (with a EcoRI restriction site underlined) 
primers, deduced from the previously obtained cDNA 
sequence. Both cDNA sequences were cloned into the 
PCR2.1 (Invitrogen), and then digested with NdeI and 
EcoRI and subcloned into the pET11b plasmid (pET11b/
Frae2.1 and pET11b/Frae3). E. coli DH5α F´ cells were 
transformed to expand these plasmids. Afterwards, the 
recombinant constructs were used to transform E. coli 
BL21(DE3) cells to express the allergens as recombinant 
proteins. 
E. coli BL21(DE3) transformed cells were induced 
with 0.4 mM isopropyl-β-thiogalactoside at 37 ºC for 4 
h. Then, cells were centrifuged at 6000 g during 20 min
at 4 ºC. Cell pellets were resuspended in 20 mM 
ammonium bicarbonate (AB) containing 
phenylmethylsulfonyl fluoride 1 mM and lysed by three 
cycles of freezing in liquid N2 and thawing at 42 ºC. 
Debris was removed after centrifugation at 12000 g 
during 20 min at 4 ºC and the supernatant containing the 
recombinant proteins collected and lyophilized. 
Purification of rFra e 2 and rFra e 3 
The first step of the purification of Fra e 2 and Fra e 3 
was the same; a size-exclusion chromatography in a 
Sephadex G-50 medium column (39 x 5.75 cm) 
equilibrated in 0.2 M AB pH 8.0.  
 
Regarding Fra e 3 purification, fractions containing 
the recombinant protein were loaded onto a DEAE-
cellulose column and eluted with an ionic strength 
gradient ranging from 0.1 to 0.5 M AB pH 8.0. Finally, 
both recombinant proteins were separately purified to 
homogeneity by a final step using reverse-phase HPLC 
in a Nucleosil C18 column with an acetonitrile gradient 
in 0.1% trifluoroacetic acid.  
Protein purification of Fra e 2 and Fra e 3 through all 
chromatographic steps was visualized by 17% SDS-
PAGE in the absence of 2-mercapthoethanol according 
to standard procedures. 
Structural characterization and sequence analysis 
predictions 
Purified recombinant proteins were lyophilized and 
reconstituted in 50 mM sodium phosphate pH 7.5 at a 
concentration of 200 µg/ml to record the CD spectra in 
the far-UV on a JASCO J-715 spectropolarimeter (Japan 
Spectroscopic Co., Tokyo, Japan). CDNN CD spectra 
deconvolution software (Applied Photophysics, 
Leatherhead, UK) was used to obtain the composition in 
secondary structure of the CD spectra. Mass 
spectrometry was achieved to obtain the experimental 
molecular mass in a Bruker Reflex IV MALDI-TOF 
apparatus (Bruker-Franzer Analytic, Bremen, Germany). 
The theoretical molecular masses according to the 
sequences obtained by cloning were processed with the 
ProtParam Tool [26].  
The homology of the polcalcin and profilin sequences 
obtained were analyzed with the Basic Local Alignment 
Search Tool of The National Center for Biotechnology 
Information [27] and sequences aligned using the 
GeneDoc software (http:// http://www.nrbsc.org/). 
Modeling of 3D structure of Fra e 2 and Fra e 3 was 
accomplished using the homology-modeling server of 
the Swiss Institute of Bioinformatics [28] using as 
templates Bet v 2 (PDB: 1cqa) for profilin [29] and Che 
a 3 (PDB: 2opo) for polcalcin [30]. 
Immunological characterization 
After SDS-PAGE, proteins were transferred to 
nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences, 
Barcelona, Spain) and immunostained with Ole e 2 pAb 
or Ole e 3 pAb (diluted 1:10000 or 1:5000, respectively) 
or individual human sera from ash pollen-sensitized 
patients or a non-atopic control (diluted 1:10) followed 
by a mouse monoclonal Ig against human IgE. Then, 
membranes were incubated with previously described 
peroxidase-labelled secondary antibodies. For the 
immunoblotting inhibition assays, Ole e 2 pAb, Ole e 3 
pAb or a pool of sera (n=5) were pre-incubated with 
PBS, and 1 or 5 µg of purified proteins as inhibitors. 
Finally, chemiluminiscent signal was developed by the 
ECL western blotting reagent (Amersham Biosciences).  
Indirect ELISA was performed in triplicate in 96-well 
plates coated with 0.1 µg of purified recombinant 
protein. Assays were performed using individual human 
sera (diluted 1:10), a pool of five human sera (diluted 
1:10), Ole e 2 pAb or Ole e 3 pAb (diluted 1:10000 and 
1:5000 respectively), previously adsorbed to 20 or 200 
µg of various protein extracts as inhibitors. Binding of 
human IgE was detected by mouse monoclonal Ig 
against human IgE (diluted 1:5000) followed by 
horseradish peroxidase-labeled goat Ig against mouse 
IgG (diluted 1:2500). The signal was measured at 492 
nm in an iMark microplate absorbance reader (Bio-Rad) 
after color production with the peroxidase substrate ο-
phenylenediamine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 
USA). Mean absorbance values above 0.1 were taken as 
positive, and the percentage of inhibition was calculated 
according to the formula: inhibition (%) = [1-
(absorbance at 492 nm with inhibitor/absorbance at 492 
nm without inhibitor)] x 100. 
Results 
Cloning, recombinant production and purification of ash 
profilin and polcalcin 
Natural profilin and polcalcin were detected by 
immunoblotting of ash pollen protein extract with 
profilin or polcalcin specific polyclonal antisera (Figure 
1). Both proteins appeared as a group of multiple bands 
acids). Fra e 2.1 showed a high identity with plant 
related profilins, whereas Fra e 2.2 was identical to that 
previously described for Amaranthaceae profilin [31]. 
Accordingly, Fra e 2.1 was selected for recombinant 
expression. For Fra e 3, the three DNA sequences 
obtained showed 6 silenced nucleotide changes with no 
modifications in their amino acid sequences. 
Consequently, the unique deduced amino acid sequence 
from the three isoforms is shown in figure 2B. Fra e 2.1 
showed high identity (96%) and similarity (99%) values 
with Ole e 2, and values ranging from 71 to 85% and 85
of approximately 14 kDa for profilin and a 10 kDa band 
for polcalcin. 
cDNA sequences of F. excelsior profilin and 
polcalcin were obtained by PCR as described in the 
Methods section. After cloning and sequencing, two 
different DNA sequences for Fra e 2 and three for Fra e 
3 were obtained (Figure 2A, B). Fra e 2.1 and 2.2 were 
composed of 402 and 399 nucleotides (134 and 133 
amino acids), respectively, whereas the three polcalcin 
isoforms were composed of 252 nucleotides (84 amino 
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to 92%, respectively, with allergenic profilins from other 
sources, even when comparing pollen profilin from non-
related families like C. album or B. verrucosa, or foods 
like Arachis hypogea, Capsicum annuum or 
Lycopersicum esculentum (Figure 2A). Analogous values 
of identity and similarity were observed between Fra e 3 
and polcalcins from related species like O. europaea 
(91/97%) and Syringa vulgaris (85/94%) or pollen 
polcalcin from non-related families like B. verrucosa, C. 
album, Brassica napus or Nicotiana tabacum with 
percentages of identity and similarity ranging from 61 
to 81% and 82 to 92%, respectively (Figure 2B). 
The selected cDNA-encoding sequences were cloned 
into the pET11b plasmid and used to transform 
BL21(DE3) E. coli cells for recombinant expression of 
the proteins. The production of the recombinant allergen 
was visualized by SDS-PAGE. Fra e 2 and Fra e 3 were 
observed in the soluble fraction after bacterial lysis with 
the highest yield at 4 h of induction at 37 ºC (Figure 3A). 
Two chromatographic steps for rFra e 2 and three for 
rFra e 3 were necessary to purify these proteins. 
Although proteins seemed to be homogeneous by the 
SDS-PAGE, a final chromatographic step consisted in 
both cases of a reverse-phase HPLC with an acetonitrile 
gradient was performed to remove subtle amounts of 
contaminants (Figure 3B, C). This procedure rendered 
about 10 mg of recombinant protein by liter of 
cell culture in both cases. 
Molecular characterization of Fra e 2 and Fra e 3 
Experimental molecular masses of rFra e 2 and rFra e 
3 obtained by mass spectrometry were 14261.8 and 
9242.1 Da, respectively (Figure 4A). These values 
differed from their theoretical molecular masses in 117.4 
and 87.3 Da respectively, probably due to the processing 
of the N-terminal methionine by the bacterial machinery 
in both recombinant proteins. 
CD spectra revealed a correct-folding of the two 
proteins with a higher content in β-sheet for rFra e 2 and 
α-helix for rFra e 3 in comparison to previously reported 
values of secondary structure from counterparts resolved 
crystals (Figure 4B) [29, 30]. 
Immunological characterization of ash pollen panallergens 
Antigenic validation of the recombinant proteins was 
accomplished by IgG immunoblotting inhibition 
experiments using natural profilin and polcalcin 
contained in the pollen protein extract (Figure 4C). A 
total inhibition to natural polcalcin was observed for 
rFra e 3 and 85% of inhibition to natural profilin for rFra 
e 2 using in both cases 5 µg of each recombinant protein 
as inhibitor. These results pointed out to their 
equivalency with the natural forms present in the pollen. 
The IgE binding to both recombinant proteins was 
tested by ELISA using sera from 25 randomly obtained 
ash pollen-sensitized patients from Strasbourg (Figure 
5A) [7, 25]. According to the selection criteria, this 
patient’s cohort should be representative of ash 
pollinosis, with no bias towards any specific allergen 
sensitization. This study revealed that 52% and 16% of 
the sensitized patients possessed specific IgEs to rFra e 
2 and rFra e 3, respectively. The median values obtained 
for the 15 sera reactive to rFra e 2 and the 4 to rFra e 3 
were 0.175 and 0.619, respectively. 
Three individual sera and a non-atopic control were 
tested by immunoblotting using rFra e 2 and rFra e 3 
(Figure 5B), showing the specific IgE binding to the 
recombinant proteins. The validation of rFra e 2 and rFra 
e 3 against their natural counterparts was confirmed by 
immunoblotting inhibition assays of ash pollen extract 
using a pool of sera from allergic patients to each 
allergen and the recombinant proteins as inhibitors 
(Figure 5C). A complete inhibition of the IgE binding to 
the natural profilin and polcalcin present in the F. 
excelsior pollen protein extract was observed using the 
recombinant forms. 
Finally, IgE cross-reactivity of ash pollen profilin and 
polcalcin was tested by ELISA inhibition experiments 
using a pool of sera from ash pollen-sensitized patients 
and pollen and plant-derived food extracts (200 µg) as 
inhibitors (Table 1). The protein integrity of polcalcin in 
pollen and profilin in pollen and plant-derived food 
extracts was tested prior to be used in subsequent 
experiments (data not shown). For ash pollen profilin, 
inhibition levels were observed to range between 50 to 
70% except for tomato, peanut and mugwort extracts, 
whose values were lower than 20%. Small differences in 
inhibition levels to ash pollen profilin were observed 
between pollen (mean inhibition in percentage ± SD was 
69 ± 15) and plant-derived food (58 ± 17) extracts used 
as inhibitors. 
 
Table 1. IgE cross- reactivity with a pool of sera from allergic patients to profilin (Fra e 2) and polcalcin (Fra e 3). 
Percentage of inhibitiona Accession number and (identity and 
similarity in %) rFra e 2 -Coated wells 
rFra e 3-
Coated wells 
Extract name 20 µg 200 µg 20 µg 200 µg Profilin Polcalcin 
Sinapis alba (Mustard) 58 59 - - ABU95412.1 (80/89) - 
Prunus persica (Peach) 9 56 - - Q8GT40 (80/91) - 
Solanum tuberosum (Potato) 66 66 - - - - 
Persea americana (Avocado) 66 67 - - - - 
Lycopersicon esculentum (Tomato) 2 5 - - Q93YG7 (74/85) - 
Capsicum annuum (Pepper) 58 61 - - Q93YI9 (79/89) - 
Brassica oleracea (Cauliflower) 54 59 - - - - 
Cucumis melo (Melon) 63 63 - - Q5FX67 (75/87) - 
Pistacia vera (Pistachio) 32 63 - - - - 
Juglans regia (Walnut) 45 64 - - - - 
Prunus dulcis (Almond) 48 63 - - Q8GSL5 (79/90) - 
Arachis hypogea (Peanut) 1 12 - - Q9SQI9 (71/85) - 
Robinia pseudoacacia (Black locust) 61 67 54 69 - - 
Fraxinus excelsior (Ash) 58 72 83 85 - - 
Ligustrum vulgare (Common privet) 41 48 74 85 - - 
Olea europaea (Olive) 66 67 71 81 ABC47412.1 (96/99) O81092 (91/97) 
Betula verrucosa (Birch) 69 69 37 52 P25816 (85/92) Q39419 (81/92) 
Lolium perenne (Perennial ryegrass) 64 66 61 61 - - 
Platanus acerifolia (Planetree) 61 62 52 85 - - 
Salsola kali (Russian thistle) 41 52 45 57 C6JWH0 (76/88) - 
Chenopodium album (Lamb´s quarter) 40 52 50 56 Q84V37 (75/88) Q84V36 (80/93) 
Artemisia vulgaris (Mugwort) 1 19 18 38 Q8H2C9 (76/88) A0PJ17 (61/82) 
Parietaria judaica (Pellitory) 36 55 56 62 Q9XG85 (76/88) B5QST3 (73/85) 
Brassica napus (Rapeseed) 57 61 52 60 - - 
a IgE-binding inhibition (%) to rFra e 2- or rFra e 3-coated wells by using 20 or 200 µg (total protein) of indicated 
extracts as inhibitors. Inhibition results with ash pollen extract are highlighted in bold. Accession numbers and 
identity (%) and similarity (%) of the sequence profilin and polcalcin are indicated. 
For ash pollen polcalcin, IgE-inhibition values were 
observed between 50 to 85%, with 38% of inhibition as 
the lowest value reached by mugwort. 
Discussion 
Ash tree is a main source of allergenic pollen in 
temperate areas of Europe. In these regions, allergy to 
ash pollen has largely been unnoticed because of the 
overlapping of the flowering periods with B. verrucosa 
[4], with ash pollination naturally preceding birch 
pollination [32]. Thus, the diagnosis of both birch and 
ash-sensitized patients and, in general, polysensitized 
patients is quite complex and very often unsolved. 
Panallergens are families of ubiquitous proteins with 
close structural similarities involved in cross-reactivities 
processes. These allergenic molecules are responsible 
for most of the diagnostic errors in allergic patients. 
Although the relevance of some of them such as 
profilins as inducer molecules of allergic symptoms 
needs to be further evaluated, they constitute important 
tools in allergy diagnosis due to the cross-reactivity 
reactions in which these proteins are involved. The IgE 
reactivity to profilin is associated with multiple pollen 
sensitizations and with several pollen-food syndromes 
[33]. Moreover, polcalcin-allergenic relevance has been 
exclusively associated to multiple pollen sensitizations, 
without any relationship to food allergies since it is a 
pollen-specific protein [34].  
Furthermore, it has been previously described that 
panallergens from different sources do not present a 
complete immunological equivalence [34]. In this sense, 
although the diagnosis of sensitized patients might be 
performed with any member of the family, the specific 
immunotherapy of patients would be benefitted of using 
the specific allergen against which the patient was 
genuinely sensitized [34, 35]. Moreover, immunotherapy 
is not only a matter of antibodies but also of T 
lymphocytes that give very distinct T-cell and antibody 
isotype responses with minimal amino acid differences 
in allergen isoforms. Then, the identification, cloning 
and production of allergen isoforms from different 
allergenic sources are mandatory for its use in 
personalized desensitization protocols.  
The here studied panallergens -profilin and polcalcin- 
are involved in cross-reactivity processes between 
different sources because they are highly conserved 
proteins. In this sense, panallergens enhance the 
allergenic character of different sources and also 
increase the unexpected challenge (burst) of symptoms 
in certain geographical localizations were high amounts 
of other pollens are present. For example, the 
 
sensitization to Fra e 2 and Fra e 3 through F. excelsior 
pollen in the population living in the north and middle 
Europe elicits allergenic reactions when these patients 
are exposed to O. europaea pollen, which is mainly 
distributed in Southern Mediterranean Europe areas [36-
38], where ash is barely observed. Importantly, the 
presence of specific IgE in the serum of allergic patients 
against these molecules leads to multiple sensitization 
processes to different sources as food allergens or 
contact allergens like latex for the profilins and other 
pollens in the case of polcacins. 
Prevalence observed for the two recombinant 
panallergens was 52% and 16% for profilin and 
polcalcin, respectively. The IgE binding frequency for 
profilin indicated its role as major allergen in ash-
sensitized patients, which is coincident with previous 
data reported in selected populations of allergic patients 
[15, 16, 39]. However, the frequency of IgE recognition 
of polcalcin is neither affected by other homologous 
allergens nor pollen environmental levels, being 
considered a minor allergen in all the populations 
studied including the here analyzed allergic population 
to F. excelsior from Strasbourg (France). Remarkably, 
median ELISA values showed that although Fra e 3 
presents low prevalence is able to recruit more IgEs than 
Fra e 2 in ash pollen-sensitized patients. 
The immunological validation of the here presented 
allergens against their natural counterparts has been 
performed by using i) polyclonal antisera raised against 
olive pollen profilin and polcalcin and ii) a pool of sera 
from allergic patients. The inhibition experiments 
showed that the recombinant profilin was unable to 
completely inhibit the IgG binding to the natural profilin 
present in the extract. This fact was probably due to the 
presence of other isoforms recognized by the pAb. Om 
the other hand, rFra e 3 was able to completely abolish 
the IgG binding to its natural counterpart. 
Polymorphism has been a feature currently reported 
for these allergens and different allergenic capacity has 
been described for these isoforms [40]. Remarkably, the 
inhibition achieved with the pool of sera revealed a 
complete inhibition of the IgE binding to the natural 
counterpart allergens in ash pollen extract, indicating 
that rFra e 2 and rFra e 3 contain all the major epitopes 
recognized by the IgEs present in the serum of ash 
pollen-sensitized patients. From the here analyzed amino 
acid sequences and previously described sequences for 
profilins from other sources, a highly variable region 
involving amino acids 17 to 22 was observed. This 
region of the molecule seems to be no critical for the cell 
functionality of the protein and for the IgE epitopes so 
far described [41]. Furthermore, this segment is located 
at the surface of the protein, and thus it might be a 
potential interaction region for the IgE-antibodies of 
particular allergic patients. Although polcalcin IgE 
epitopes are not reported, the C-terminal of the protein is 
the area with more ability to recruit IgEs [42]. The 
alignment of sequences from different sources showed a 
region comprising the amino acids 4 to 13 of the N-
terminal as the most variable part of the protein. These 
amino acids are not involved in the Ca2+-binding site of 
the protein and are very exposed regions of the 
molecule. Then, the observed variability in these regions 
between allergens from different sources or even 
isoforms inside the same source could promote different 
IgE-binding patterns [40].  
On the other hand, we observed a very high identity 
at amino acid sequence comparing both allergenic 
molecules with the closest phylogenetically Oleaceae 
family, e.g. two and five amino acid changes with O. 
europaea profilin and polcalcin, respectively. Allergenic 
properties of Oleaceae profilins were observed to be 
equivalent as showed by ELISA inhibition experiment, 
except for Ligustrum vulgare. Although L. vulgare 
profilin sequence is unknown, a high identity and 
similarity is expected as in the other Oleaceae 
counterparts. Then, the low level of inhibition to rFra e 2 
is probably due to the low amounts of the natural 
profilin in the L. vulgare pollen extract. On the other 
hand, food profilins showed similar values of inhibition 
except Licopersicum sculentum and Arachis hypogea, 
which showed low percentages of inhibition. In this 
case, differences in the highly variable region of the 
profilins or slightly amino acid changes in the full 
sequence could be responsible for the low inhibition 
levels. Regarding, ash pollen polcalcin, we observed 
similar inhibition values in all allergenic sources tested 
except for mugwort polcalcin, probably because both 
sources are phylogenetically distant, with lower identity 
(61%) and similarity (82%) percentages respect to the 
other polcalcin. 
In summary, the main panallergens from F. excelsior 
pollen have been cloned, expressed as recombinant 
proteins, purified and structural and immunologically 
characterized in this work. Both allergens showed high 
degree of identity comparing with homologous proteins 
from related and non-related sources, and similar 
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immunologically characteristics. Despite numerous 
previous reports about profilin [43], recent experiments 
showed different IgE-binding ability of profilin isoforms 
from the same S. kali pollen source [40]. Then, these 
differences could be more important between different 
species and families. For this and previously mentioned 
reasons, the availability of these recombinant 
panallergens could improve i) the study of critical and 
essential amino acids for the IgE-binding capability, ii) 
the determination of primary sensitizer, iii) the clinical 
diagnosis of polysensitization to multiple sources, iv) the 
standardization of the allergen extracts used in 
immunotherapy, and v) personalized desensitization of 
sensitized patients. 
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Las alergias son un tipo de patologías inflamatorias consecuencia de una respuesta 
excesiva del sistema inmune frente a sustancias inocuas para el resto de la población [1, 
4]. Determinados componentes de algunas fuentes naturales, generalmente de tipo 
proteico o glicoproteico, pueden actuar como agentes sensibilizadores estimulando la 
producción de IgE (hipersensibilidad de tipo I) y en posteriores exposiciones 
desencadenar una reacción alérgica. Existen una gran variedad de fuentes naturales o de 
síntesis que contienen alérgenos como pueden ser pólenes, alimentos, venenos de 
himenópteros, ácaros, látex o fármacos. Por tanto, la correcta clasificación médica de las 
distintas enfermedades alérgicas, que permita la inclusión del paciente dentro de un 
grupo en función de los componentes a los que es alérgico un individuo requiere de un 
correcto diagnóstico. Para ello, se necesita un profundo conocimiento de las moléculas 
que producen estas respuestas alérgicas y disponer de un amplio repertorio de ellas en la 
clínica que facilite un diagnóstico más eficaz, lo que permitirá un tratamiento más 
adecuado y personalizado de cada paciente [123, 132-134]. 
Figura 7: esquema del proceso de obtención y caracterización de alérgenos naturales y 
recombinantes y su aplicación clínica. 
El diagnóstico mediante el uso de baterías de proteínas que incluyan los distintos 
componentes alergénicos de una fuente es muy útil ya que: i) pueden identificar los 
alérgenos concretos responsables de la sensibilización en el individuo, incluyendo 
aquellas isoformas a las que el paciente tenga una mayor o menor reactividad; ii) se 
puede aconsejar al paciente de manera más precisa qué fuentes alergénicas evitar y así 
reducir la incidencia de los síntomas, sobretodo en el caso de pacientes con 
sensibilizaciones a alérgenos que presentan reactividad cruzada; iii) facilita la 
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identificación de la fuente primaria de sensibilización permitiendo seleccionar con 
mayor precisión los extractos proteicos o alérgenos purificados para los protocolos de 
inmunoterapia; iv) permite describir mapas geográficos con los alérgenos más 
relevantes de cada población; y v) facilita la obtención de perfiles de sensibilización que 
favorecen la predicción de la enfermedad. En conjunto, toda esta información permite 
ofrecer a los pacientes una serie de pautas de actuación y unos protocolos de 
inmunoterapia totalmente personalizados que favorecerían el proceso de 
desensibilización. 
La identificación y estudio de cada uno de los componentes hallados en las distintas 
fuentes alergénicas es crucial para comprender los mecanismos que subyacen a la 
respuesta alérgica. Generalmente, las fuentes alergénicas son muestras complejas en las 
que existe una amplia diversidad de proteínas entre las que se encuentran los alérgenos 
de interés, que suponen menos de un 0.05% del total de proteínas. Así, el uso de 
técnicas que permitan identificar y separar las moléculas alergénicas del resto de 
componentes de la fuente, es esencial en el estudio de las proteínas de interés. Además 
de las técnicas clásicas de purificación de proteínas, las técnicas proteómicas han 
permitido resolver e identificar alérgenos presentes en un estrecho intervalo de masas 
moleculares y puntos isoeléctricos. Entre ellas, la 2DE y la MS se han utilizado 
satisfactoriamente para la caracterización de alérgenos de diversas fuentes como pólenes 
(Olea europaea), alimentos (Oryza sativa), hongos (Aspergillus fumigatus) o leche de 
vaca (Bos taurus) [67, 135-138]. La 2DE permite la separación de proteínas en función 
de la masa molecular y el punto isoeléctrico de éstas, facilitando tanto el estudio del 
perfil proteico global como el repertorio de alérgenos de una fuente biológica 
determinada y, dado el elevado grado de polimorfismo que exhiben ciertos alérgenos, 
las distintas isoformas que éstos puedan presentar. Esta herramienta junto con técnicas 
de caracterización inmunológica y secuenciación de novo mediante MS permite: i) 
identificar las distintas isoformas que componen un alérgeno polimórfico; ii) analizar 
las capacidades alergénicas y antigénicas de éstas; iii) conseguir secuencias peptídicas 
parciales que permitan clasificar el alérgeno dentro de una familia de proteínas; y iv) 
facilitar la posterior obtención de secuencias de nucleótidos codificantes.  
Una vez que se dispone de las secuencias nucleotídicas codificantes de los 
alérgenos, es posible producirlos como moléculas recombinantes en sistemas 
heterólogos (Escherichia coli, Pichia pastoris, células de insecto o plantas) obteniendo 
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grandes cantidades de una única isoforma lo que facilita su caracterización estructural y 
comparación inmunológica con otros alérgenos e isoformas de interés. 
En este trabajo se ha llevado a cabo el estudio de fuentes productoras de polen 
alergénico con relevante importancia clínica como son Salsola kali (salsola) y Fraxinus
excelsior (fresno) mediante técnicas proteómicas e inmunológicas. En este contexto, se 
pretendió: i) profundizar en las características antigénicas e inmunogénicas de 
determinados alérgenos, ii) obtener secuencias nucleotídicas para producir como 
proteínas recombinantes estos alérgenos y poder llevar a cabo su posterior 
caracterización y iii) estudiar los procesos de reactividad cruzada entre distintas fuentes 
alergénicas.  
Como consecuencia del proceso de desertización que sufre el sur de Europa, Oriente 
Medio y los Estados Unidos, se ha incrementado la presencia de determinadas malezas, 
adaptadas a suelos secos y pobres en nutrientes. Una de estas plantas con importancia a 
nivel clínico debido a que se trata de una fuente de polen alergénico muy agresivo es 
Salsola kali (Salsola). La mayor presencia de estos vegetales está generando un mayor 
número de sensibilizaciones a dichas plantas, con el consiguiente coste para las 
administraciones sanitarias, alcanzando porcentajes de pacientes alérgicos 
sensibilizados entre el 30% y el 75% en algunas zonas de España, Irán y Arabia Saudí 
[71, 139, 140].  
ARTÍCULO I 
Los alérgenos son, generalmente, moléculas muy polimóficas, pudiendo encontrarse 
en una misma fuente alergénica distintas isoformas con diferentes capacidades 
antigénicas y alergénicas. Mediante la separación de las isoformas de profilina presentes 
en el polen de S. kali mediante 2DE se pudo determinar que las capacidades de unir IgE 
e IgG de estas moléculas diferían entre sí (Figura 1A-C). La secuenciación de 2 
isoformas, mostró que existían 27 cambios en sus secuencias de aminoácidos, de los 
cuales 6 eran conservativos (Figura 2A-B). Por lo tanto, se llevó a cabo la producción 
recombinante de Sal k 4.02 y Sal k 4.03 con el fin de caracterizarlas estructural e 
inmunológicamente y realizar un estudio de sus capacidades de unir IgG e IgE.  
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En primer lugar, se determinó que ambas moléculas recombinantes presentaban 
espectros de CD acordes con los de esta familia de proteínas, observándose que éstos 
eran similares entre sí, lo que confirmó la equivalencia entre ambas moléculas a nivel de 
estructura secundaria (Figura 4B-C). La prevalencia de ambos alérgenos se estudió en 
comparación con el homólogo de Chenopodium album (Che a 2, caracterizado frente al 
alérgeno natural aislado a partir del polen de C. album [70]) en una población de 
pacientes alérgicos a S. kali. Se encontraron porcentajes de prevalencia similares entre 
las 3 profilinas recombinantes, siendo del 29% (48 pacientes de 165) para Che a 2 y Sal 
k 4.03 y del 24% (40 pacientes de 165) para Sal k 4.02 (Figura 5A). Sin embargo, los 
valores de reactividad del 86% de los pacientes positivos fueron significativamente 
menores para Sal k 4.02, mientras que cuando se compararon Che a 2 y Sal k 4.03, éstas 
mostraron capacidades de unión de IgE similares (Figura 5B). El estudio de la 
capacidad de unión de IgE que mostraba Sal k 4.02, reducida con respecto a Sal k 4.03 y 
Che a 2, se abordó mediante ensayos de inhibición entre las tres profilinas. Así, Che a 2 
fue capaz de inhibir la unión de IgE a ambas profilinas de S. kali, Sal k 4.03 únicamente 
inhibió a Sal k 4.02 y de ésta última se necesitaron 35 y 100 veces más proteína para 
inhibir la unión de IgE a Sal k 4.03 y Che a 2, respectivamente (Figura 6A). Por otro 
lado, los resultados obtenidos comparando las capacidades antigénicas de cada una de 
las profilinas mostraron que las 3 moléculas recombinantes tenían entre sí una 
capacidad de unir IgG equivalente (Figura 6B). Esto demuestra que Sal k 4.02 es una 
molécula con una menor afinidad por la unión de IgE procedente del suero de pacientes 
sensibilizados a S. kali, pero que conserva su capacidad antigénica. Dado que Sal k 4.03 
presentó unas características alergénicas intermedias entre Che a 2 y Sal k 4.02 y 
basándonos en el estudio de las secuencias de aminoácidos y en los 4 epítopos descritos 
previamente en esta familia de proteínas [93], se propusieron diversos cambios 
aminoacídicos que podrían modificar significativamente las características moleculares 
de los epítopos y que por tanto podrían ser responsables de la reducida capacidad de 
unir IgE de Sal k 4.02. Adicionalmente, este estudio sugiere la posibilidad de utilizar 
esta molécula en procesos de desensibilización, ya que mantiene su capacidad 
antigénica pero no su capacidad alergénica, evitando que el paciente pueda sufrir una 
respuesta adversa no deseada durante el tratamiento. 
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Las técnicas proteómicas aplicadas al estudio de los alérgenos de S. kali y sus isoformas 
se ha usado también: i) en trabajos previos de este grupo como en la identificación y 
caracterización del alérgeno principal y marcador de sensibilización, Sal k 1 [99]; ii) en 
la identificación de un nuevo alérgeno del polen de S. kali y iii) en colaboración con 
otros miembros del laboratorio para la identificación y caracterización de Sal k 5, un 
nuevo alérgeno perteneciente a la familia de proteínas Ole e 1-like, con prevalencias en 
pacientes alérgicos a S. kali alrededor del 30 al 40% y que puede ser considerado un 
alérgeno relevante de esta especie vegetal. 
ARTÍCULO II 
Actualmente el uso de la forma natural de la PME de S. kali en clínica es clave para 
el diagnóstico de la alergia a esta maleza, habiéndose considerado su inclusión 
recientemente en determinados protocolos diagnósticos. Sin embargo, se trata de un 
alérgeno muy polimórfico y los rendimientos obtenidos del alérgeno purificado, 
alrededor de 100 µg por miligramo de polen deshidratado [99], son muy bajos. Por ello, 
se ha llevado a cabo la clonación y producción recombinante en E. coli de una isoforma 
del alérgeno natural que permita diagnosticar, de la forma más completa posible, las 
sensibilizaciones de los pacientes a cualquier isoforma pudiendo sustituirla en el 
diagnóstico in vitro por componentes. La proteína recombinante producida fue 
caracterizada estructural e inmunológicamente, comparándola con la proteína natural y 
analizando sus capacidades antigénicas y alergénicas. Aunque se observó un incremento 
en hélice α en la proteína recombinante respecto a la natural, ambas mostraron espectros 
de CD muy similares (Figura 2A-B), indicando un correcto plegamiento de la proteína 
recombinante y capacidad para unir IgG de diversos anticuerpos monoclonales y un 
anticuerpo policlonal (Figura 2C-D). Los porcentajes de prevalencia observados en las 
tres poblaciones de pacientes estudiadas mostraron valores similares de reactividad 
frente a la proteína natural (52%, 47 pacientes de 90) o a la proteína recombinante 
(56%, 50 pacientes de 90), aunque algunos individuos exhibían reactividad 
exclusivamente frente a una u otra forma del alérgeno (Figura 3A). No obstante, no se 
observó una buena correlación entre los valores de intensidad de unión de IgE frente a 
ambas moléculas (Figura 3B), lo que indica que existen diferencias en el 
reconocimiento de los sueros a la proteína natural y recombinante. 
El hecho de que para la producción del alérgeno recombinante se usara como 
sistema de expresión E. coli y que inicialmente Sal k 1 se describiese como una 
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molécula con polimórfica y glicosilada [99], podría ser una de las causas de las 
diferencias observadas en los valores de intensidad entre rSal k 1 y nSal k 1, ya que esta 
bacteria no añade glicosilaciones en las proteínas que produce. Para abordar este 
problema se estudió la reactividad frente a carbohidratos de las poblaciones de sueros 
mediante una proteína vegetal que presenta glicosilaciones típicas de proteínas de 
plantas [141]. Se observó que únicamente 6 de los 90 pacientes estudiados tuvieron 
valores positivos frente a carbohidratos y no existía una relación directa entre el hecho 
de que estos pacientes no fueran reactivos a la proteína recombinante y sí a 
carbohidratos (Figura 3A). Por otro lado, los valores de intensidad de la unión de IgE 
frente a la proteína recombinante y natural observados en condiciones desnaturalizantes 
correlacionaban perfectamente (Figura 3C), a diferencia de los valores observados en 
condiciones nativas, indicando la presencia de epítopos secuenciales comunes en ambas 
proteínas. Por lo tanto, es posible que la diferencia de reactividad pudiera deberse a 
cambios en la estructura secundaria local de los epítopos conformacionales. Los ensayos 
de inhibición entre ambas moléculas mostraron resultados similares en cuanto a que la 
proteína recombinante no fue capaz de inhibir por completo a la proteína natural en 
condiciones nativas, mientras que sí lo hizo en condiciones reductoras (Figura 4D). 
Adicionalmente se observó que determinados pacientes mostraron reactividad positiva 
frente a la molécula recombinante pero no frente a la natural, posiblemente por la 
presencia de diversas isoformas en el polen de S. kali, lo que reduce el contenido en la 
forma alergénica sensibilizante para ese paciente, mientras que en el caso de la molécula 
recombinante una única isoforma se encuentra presente.  
Estudios poblacionales previos de pacientes alérgicos a pólenes y pacientes 
alérgicos a pólenes y alimentos mostraron una mayor prevalencia de Sal k 1 en el 
segundo grupo de estudio [142]. En base a estas observaciones se seleccionaron 
aquellas fuentes de alimentos que parecían presentar una asociación clínica con la 
sensibilización a Sal k 1 y mediante el uso del antisuero policlonal dirigido frente a nSal 
k 1, tras lo cual se demostró que algunas de estas fuentes presentaban reactividad 
cruzada frente a rSal k 1, confirmando el posible papel de Sal k 1 en procesos de 
reactividad cruzada entre pólenes y alimentos.  
Finalmente, a pesar de las discrepancias observadas en cuanto a las capacidades de 
unir IgE de determinados pacientes frente a la proteína recombinante, el alérgeno 
recombinante aquí caracterizado podría sustituir, o al menos suplementar a la natural 
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tanto en el diagnóstico de alergia a S. kali, como en posibles protocolos de 
desensibilización mediante inmunoterapia. Además, en este trabajo se ha confirmado el 
papel que pueden tener las PMEs de distintas fuentes alergénicas en procesos de 
reactividad cruzada, por lo que se abren nuevas vías para el estudio de PMEs 
alergénicas de otras fuentes biológicas y los procesos de polisensibilización en los que 
puede estar implicada. 
ARTÍCULO III 
El análisis del perfil alergénico del polen de S. kali mediante sueros individuales de 
pacientes alérgicos permitió observar que una banda de alrededor de 28 kDa era 
reconocida por un elevado número de sueros (Figura suplementaria 1). El uso de la 2DE 
acoplada a la secuenciación de novo mediante MS permitió el análisis de la estructura 
primaria de la proteína y su identificación y secuenciación. La molécula alergénica se 
localizó por su capacidad para unir IgE procedente de pacientes alérgicos a S. kali, tras 
lo cual, en una réplica del gel bidimensional, se obtuvo una muestra del gel que contenía 
la proteína y se utilizó para llevar a cabo la secuenciación de novo mediante MS (Figura 
1). La obtención de una secuencia parcial, correspondiente a una proteína de la familia 
de las poligalacturonidasas (PG), permitió la clonación a partir del cDNA total presente 
en el polen de S. kali de una secuencia codificante para una proteína de 40 kDa (Figura 
2). La secuencia de aminoácidos obtenida, a partir del cDNA, presentaba porcentajes de 
identidad y similitud con otras fuentes alergénicas que oscilaban entre el 22-40% y el 
40-58%, respectivamente (Figura 3), por lo que se trata de un grupo de moléculas 
alergénicas muy heterogéneo. La caracterización inmunológica y estructural de la PG 
identificada se llevó a cabo mediante el uso de la proteína recombinante obtenida en E. 
coli (Figura 4). En primer lugar, mediante ensayos de inhibición con la proteína 
recombinante se confirmó que la molécula de 28 kDa secuenciada inicialmente es un 
producto de la degradación espontánea de estas proteínas, hecho que se apreció desde el 
inicio de la purificación de la proteína recombinante de 47 kDa (Figura 5A). Utilizando 
la proteína recombinante se determinó que el 30% de los 88 pacientes alérgicos a S. kali 
testados tenían IgE específicas dirigidas frente a esta molécula, tratándose de un 
alérgeno minoritario (Figura 5 B-D). La misma molécula recombinante fue capaz de 
inhibir a la forma natural presente en el polen, por lo que mantenía las mismas 
características alergénicas que la natural. La obtención de un anticuerpo policlonal de ratón 
dirigido frente
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a la PG recombinante permitió identificar otras fuentes vegetales de pólenes que 
presentaban reactividad cruzada  frente a Sal k 6 (Figura 6A). Además, se determinó 
que algunas de estas fuentes presentaban reactividad cruzada a nivel de IgE, por lo que 
potencialmente son nuevas fuentes de estudio de las PG alergénicas que contienen 
(Figura 6B-C). 
Debido al aumento del uso de Fraxinus excelsior (fresno) como fuente para la 
obtención de madera se ha producido un incremento de la presencia de este árbol en el 
centro y norte de Europa. Además, el hecho de que su período de polinización coincida 
con el de Betula verrucosa (abedul) ha dado lugar a que pase relativamente 
desapercibido como fuente alergénica en la clínica [143, 144], ya que la mayoría de los 
pacientes que acudían a las consultas con síntomas de polinosis durante los meses de 
abril a julio eran diagnosticados de alergia a abedul.  
ARTÍCULO IV 
La caracterización inmunoproteómica del perfil alergénico del polen de F. excelsior 
permitió la identificación de las coordenadas de masa molecular y punto isoeléctrico de 
9 proteínas responsables del 95% de la unión de IgE de sueros de pacientes alérgicos a 
fresno procedentes de Estrasburgo. Los alérgenos se identificaron mediante 2DE 
combinada con el uso de anticuerpos policlonales específicos dirigidos frente a 
alérgenos caracterizados del polen de O. europaea (olivo), otro miembro de la familia 
Oleaceae, observándose en éstos un alto grado de polimorfismo (Figura 1A-D). La 
comparación de las secuencias aminoacídicas de 5 de los alérgenos de F. excelsior 
conocidos y la secuenciación de un nuevo alérgeno, con los homólogos descritos en O.
europaea, demostró un elevado porcentaje de identidad y similitud entre ambas fuentes 
alergénicas (Figura 2A). Además, los ensayos de reactividad cruzada confirmaron la 
semejanza de los epítopos IgE entre ambas fuentes, pues los alérgenos naturales 
aislados del polen de O. europaea, fueron capaces de inhibir la unión de IgE a los 
homólogos hallados en F. excelsior (Figura 2B-C). Una característica fundamental de 
esta población de pacientes y que apoya los estudios aquí realizados, fue la ausencia de 
un historial migratorio desde o hacia zonas del Mediterráneo, por lo que no podían ser 
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susceptibles de sufrir una sensibilización primaria a olivo. Por lo tanto, la elevada 
identidad entre los componentes alergénicos de ambas fuentes, superior al 90%, 
permitió estudiar una población de pacientes alérgicos a F. excelsior y obtener la 
prevalencia y la potencia alergénica de cada uno de las moléculas identificadas a través 
de los alérgenos naturales de O. europaea (Figura 2D-E). La similitud filogenética entre 
F. excelsior y O. europaea y los ensayos realizados en los trabajos presentados sugieren 
el uso indistinto de los extractos proteicos procedentes de una u otra fuente para el 
diagnóstico de la alergia. Los protocolos de desensibilización deberían, sin embargo, 
incluir aquellos extractos proteicos o alérgenos naturales purificados con mayor 
prevalencia en el área donde viven los pacientes, ya que probablemente sean éstas las 
fuentes alergénicas de sensibilización de estos pacientes. 
ARTÍCULO V 
La importancia del fresno como fuente alergénica y su implicación en procesos de 
reactividad cruzada con otro miembro de la familia Oleaceae, queda de manifiesto en 
los resultados obtenidos previamente en la caracterización de su perfil alergénico. La 
secuenciación de la profilina de fresno y su caracterización estructural e inmunológica 
junto con la polcalcina de fresno permitió el estudio en profundidad de estos alérgenos. 
Dado que estas proteínas se pueden hallar en fuentes diversas de pólenes, alimentos o en 
látex en el caso de las profilinas y específicamente en pólenes en el caso de las 
polcalcinas, se pretendió estudiar en detalle los procesos de reactividad cruzada en los 
que están implicados estos panalérgenos.  
Las moléculas recombinantes producidas presentaban características estructurales 
típicas de estos panalérgenos como son un punto isoeléctrico ácido, masas moleculares 
comprendidas entre 9 y 14 kDa y espectros de dicroísmo circular (CD) con un 
contenido mayoritario en lámina β para las profilinas y de hélice α para las polcalcinas 
(Figura 4A-B). La caracterización inmunológica mediante el uso de anticuerpos 
policlonales dirigidos frente a la polcalcina y la profilina mostró que únicamente la 
polcalcina recombinante era capaz de inhibir la unión del anticuerpo a la forma natural 
(Figura 4C). Este hecho se explica por la presencia en el polen de otras isoformas de 
profilina natural con epítopos IgG distintos a los hallados en la profilina recombinante. 
No obstante, ambos panalérgenos recombinantes fueron capaces de inhibir la unión de 
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IgE procedente del suero de pacientes alérgicos a las formas naturales presentes en el 
polen de F. excelsior, sugiriendo en este caso, que los epítopos IgE principales entre 
moléculas naturales y recombinantes son equivalentes (Figura 5C).  
Confirmando el trabajo presentado en el artículo I, los valores de inhibición de 
fuentes relacionadas filogenéticamente como O. europaea frente a los panalérgenos 
recombinantes obtenidos, mostraron niveles de inhibición próximos a los de la 
inhibición realizada con F. excelsior, en la que se obtuvieron valores del 72 y 85%, 
mientras que los de O. europaea fueron del 67 y el 81% para polcalcina y profilina, 
respectivamente. Sin embargo, se observaron niveles de inhibición menores, entre el 5 y 
el 38%, cuando las fuentes comparadas tenían porcentajes más bajos de identidad y 
similitud (Tabla 1). No obstante, la reactividad de cada fuente frente a las IgE de los 
pacientes fue muy heterogénea, por lo que serían necesarios estudios más detallados de 
cada fuente alergénica. Por lo tanto, estos estudios de reactividad cruzada realizados con 
las proteínas recombinantes frente a distintas fuentes alergénicas de polen y alimentos, 
así como su comparación a nivel de secuencia, muestran que sutiles diferencias entre 
alérgenos casi idénticos pueden dar lugar a distintas capacidades de unión de 
anticuerpos IgE. Los alérgenos aquí estudiados, a pesar de tratarse de moléculas de 
pequeño tamaño (134 y 84 aminoácidos para Fra e 2 y Fra e 3, respectivamente) y tener 
una función biológica muy conservada, tienen ciertas regiones de entre 5 a 9 
aminoácidos que engloban zonas expuestas en la superficie de la molécula y que se 
encuentran poco conservadas [95, 145] (Figura 2A-B). Estas regiones podrían favorecer 
las diferencias observadas en cuanto a reactividad cruzada entre las distintas fuentes 
alergénicas, ya que darían lugar a distintos patrones de reconocimiento por las IgE 
debido a pequeños cambios aminoacídicos [95]. 
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Bloque I. Caracterización e identificación de alérgenos relevantes del 
polen de Salsola kali 
ARTÍCULO I 
Se han clonado y producido en Escherichia coli como proteínas recombinantes y 
caracterizado dos isoformas de la profilina alergénica presentes en el polen de S. kali 
(Sal k 4.02 y Sal k 4.03), comparándolas con Che a 2, el alérgeno homólogo del polen 
de Chenopodium album.  
Las 3 proteínas estudiadas mostraron porcentajes de estructura secundaria similares 
y la misma capacidad de unir IgG. 
Su capacidad de unir IgE era significativamente diferente. Se necesitó aumentar la 
cantidad de Sal k 4.02 entre 35 y 100 veces para inhibir la unión de IgE a Sal k 4.03 y 
Che a 2, respectivamente. 
Este estudio demuestra la necesidad de caracterizar estructural e inmunológicamente 
de forma exhaustiva las diversas isoformas de un mismo alérgeno, pues las diferencias a 
nivel de secuencia aminoacídica encontradas en las isoformas naturales pueden suponer 
cambios importantes en el reconocimiento por las IgEs de pacientes. 
Sal k 4.02 es una proteína con capacidad alergénica reducida –hipoalérgeno-, pero 
con capacidad antigénica equivalente al resto de las profilinas estudiadas y por lo tanto 
un buen candidato para su uso en protocolos de desensibilización pues evitaría riesgos 
durante el proceso de sensibilización por unir menores niveles de IgE.  
ARTÍCULO II 
Se ha obtenido una isoforma recombinante en E. coli del marcador de 
sensibilización de alergia al polen de S. kali, la pectínmetilesterasa (Sal k 1), que 
muestra características estructurales similares a las de la forma natural. 
La caracterización inmunológica con anticuerpos monoclonales y un anticuerpo 
policlonal mostró el elevado grado de equivalencia existente entre la forma natural y 
recombinante, observándose que ambas moléculas mostraban capacidades similares de 
unión IgG. 
Los porcentajes de prevalencia relativos al número de pacientes reactivos a los 
alérgenos recombinante y natural fueron similares (56 y 52% respectivamente), 
CONCLUSIONES 
146 
mientras que los valores de IgE observados entre ambas moléculas fueron idénticos 
únicamente en ensayos en los que ambas proteínas se testaron en condiciones 
desnaturalizantes. 
La molécula recombinante permitió realizar estudios de reactividad cruzada, 
determinándose que Sal k 1 es un alérgeno implicado en reactividad cruzada entre 
pólenes y alimentos.  
La producción de Sal k 1 recombinante solventa los problemas del elevado 
polimorfismo y bajo rendimiento de la forma natural por lo que sería de utilidad tanto 
en el diagnóstico como en protocolos de desensibilización de pacientes alérgicos al 
marcador de sensibilización al polen de S. kali. 
ARTÍCULO III 
Se ha identificado mediante 2DE y secuenciación de novo mediante MS un nuevo 
alérgeno de S. kali. 
Tras su clonaje se ha demostrado que el polipéptido de 28 kDa, del cual se obtuvo la 
muestra para secuenciar la proteína mediante secuenciación de novo por espectrometría 
de masas, correspondía a fragmentos de degradación, o a la forma truncada de una PG 
de 45 kDa (Sal k 6). 
La producción de la proteína íntegra como una molécula recombinante en E. coli 
permitió su estudio en profundidad, encontrándose que este alérgeno presenta 
propiedades inmunológicas similares a las de la forma natural. 
Se obtuvo un anticuerpo policlonal dirigido frente a la forma recombinante tras 
inmunizar ratones Balb/c. 
El anticuerpo policlonal y ensayos con sueros de pacientes alérgicos permitieron 
identificar moléculas homólogas a la PG de S. kali en otras fuentes alergénicas. 
Sal k 6 está implicado en procesos de reactividad cruzada principalemente entre 
pólenes.  
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Bloque II. Estudio del polen de Fraxinus excelsior como una fuente 
alergénica relevante en Europa 
ARTÍCULO IV 
Mediante técnicas inmunoproteómicas se han identificado las coordenadas de masa 
molecular y punto isoeléctrico de 9 alérgenos del polen de F. excelsior responsables del 
95% de la unión IgE de suero de pacientes de Estrasburgo alérgicos a este polen: Fra e 
1, Fra e 2, Fra e 3, Fra e 6, Fra e 7, Fra e 9, Fra e 10, Fra e 11 y Fra e 12. 
Se han depositado en las bases de datos las secuencias de 6 alérgenos presentes en el 
polen de F. excelsior (Fra e 2, Fra e 3, Fra e 6, Fra e 10, Fra e 11 y Fra e 12) y se ha 
determinado el grado de identidad y similitud existente entre las secuencias de 
aminoácidos de los alérgenos del polen de F. excelsior y Olea europaea, observándose 
valores de identidad de secuencia superiores al 90%.  
El uso de las proteínas naturales purificadas de O. europaea permitió confirmar la 
identidad y similitud de secuencia existente a nivel de IgE y determinar la prevalencia 
de los alérgenos del polen de F. excelsior.  
Este estudio sugiere la posibilidad del uso indistinto del extracto proteico del polen 
de olivo y fresno en el diagnóstico clínico de la alergia a estas fuentes polínicas.  
ARTÍCULO V 
Se ha clonado, expresado en E. coli como proteína recombinante y purificado la 
profilina del polen de F. excelsior (Fra e 2). Se han determinado las características 
estructurales e inmunológicas de los panalérgenos recombinantes profilina (Fra e 2) y 
polcalcina (Fra e 3) del polen de F. excelsior. 
Ambos panalérgenos recombinantes mostraron unas características estructurales e 
inmunológicas similares a las formas naturales encontradas en el polen de F. excelsior. 
La profilina recombinante presentó una menor capacidad de unir IgG que la forma 
natural, mientras que la capacidad de unir IgE de ambas moléculas recombinantes fue 
equivalente a la de sus homólogos naturales. 
El estudio de la unión de IgE de estas moléculas recombinantes frente a diversas 
fuentes polínicas y de alimentos mostró valores muy similares cuanto mayor fue la 
identidad de secuencia de los alérgenos estudiados, mientras que aquellas fuentes que 
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presentaban una menor relación filogenética mostraron mayores diferencias en cuanto a 
su capacidad para unir IgE.  
Aunque determinados alérgenos presenten secuencias muy conservadas 
filogenéticamente, pequeños cambios en su secuencia aminoacídica que no alteren sus 
funciones pueden modular las capacidades antigénicas y alergénicas de estas moléculas. 
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